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RESUMEN 
 
Los pigmentos, carotenoides y clorofilas, presentes en la guayaba colombiana (Psidium 
guajava L.), variedades Regional Roja, Regional Blanca y Palmira ICA-1, en tres estados 
de madurez (inmaduro, pintón y maduro), fueron obtenidos por extracción con acetona, y 
posterior partición con éter de petróleo. Dichos extractos se analizaron por HPLC-DAD y 
HPLC-APCI-MS para identificar cada uno de sus constituyentes. La cuantificación de los 
pigmentos totales se realizó por espectrofotometría UV-Vis y de los constituyentes 
individuales por HPLC-DAD. La cuantificación de estos pigmentos fue realizada por curva 
de calibración externa.  
 
Se observó que el contenido de carotenoides totales aumenta con la maduración, mientras 
que las clorofilas totales disminuyen. El pigmento mayoritario en las variedades Regional 
Roja y Palmira ICA-1 fue el licopeno. Adicionalmente se lograron identificar otros 
pigmentos como la luteína, en la variedad Regional Roja, y β-caroteno, en la variedad 
Palmira ICA-1.  En la guayaba Regional Blanca no se detectaron carotenoides bajo las 
condiciones de este estudio. En cuanto a clorofilas, solo se detectó feofitina a en el estado 
inmaduro de todas las variedades. 
 
El color interior y exterior se midió por espectrorradiometría y análisis de imagen para 
obtener los parámetros CIELAB. El análisis de componentes principales (ACP) de las 
medidas realizadas por espectrorradiometría, permitió confirmar que es posible distinguir el 
color exterior de las variedades Regional Roja y Regional Blanca mediante los parámetros 
C*ab y hab, ya que existen diferencias significativas. Esta observación se confirmó por 
análisis de imagen, pues los valores de la coordenada a* para la variedad Regional Roja 
tienden a valores positivos (tonos rojizos), mientras que para la variedad Regional Blanca, 
dicha coordenada se encuentra hacia valores negativos (tonos verdosos). Con estos 
resultados se corroboró que es posible diferenciar exteriormente estas dos variedades por 
  
 
medio de las medidas objetivas de color, lo cual es uno de los principales inconvenientes 
para los productores. 
 
Con la maduración, las guayabas experimentaron cambios significativos en su color 
exterior, ya que su intensidad cromática aumentó y el tono se desplazó hacia tonos más 
bajos, exhibiendo cambios de tonos verdes a rojizos para las variedades Regional Roja y 
Palmira ICA-1, y de tonos verdes a amarillo-verdosos para el caso de la variedad Regional 
Blanca. 
 
No se encontraron diferencias significativas en los parámetros del color interior de las 
frutas, al comparar tres estados de madurez de las variedades de guayaba, ya que fue 
similar a lo largo de dicho proceso. Por lo tanto es posible concluir que no existió evolución 
significativa del color interior en los tres estados de madurez considerados.  
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INTRODUCCION 
 
 
El color de los alimentos es uno de los atributos más importantes para su comercialización, 
ya que provoca la aceptación o el rechazo del consumidor, muchas veces sin haber 
evaluado previamente otras características sensoriales y nutricionales. Así, las medidas de 
color en la industria de alimentos se realizan por evaluación sensorial (visual) o 
instrumental, esta ultima puede ser llevada a cabo mediante colorímetros, 
espectrofotómetros o espectrorradiómetros.  
 
El color que exhiben las frutas se atribuye a la presencia de pigmentos como carotenoides, 
antocianinas y clorofilas, entre otros, los cuales les confieren las tonalidades amarillas, 
anaranjadas, rojizas, violetas o verdes características. Los carotenoides son los pigmentos 
naturales responsables de los colores amarillos, anaranjados y rojos en muchas frutas y 
vegetales, tales como mango, naranja, tomate y zanahoria, entre otros1;  aunque también 
han sido encontrados en hongos, algas, bacterias, insectos, pájaros y crustáceos2. Estos 
compuestos cumplen un papel importante en la calidad de las frutas y vegetales, ya que la 
composición cualitativa y cuantitativa de estos pigmentos está relacionada con el estado de 
madurez3, exhibiendo un contenido diferencial durante el proceso de maduración.  
 
La guayaba es una fruta, nativa de América tropical, que en la actualidad se ha distribuido 
ampliamente en el mundo debido a su alto valor nutricional, ya que presenta un alto 
contenido de pectina, fibra dietaria, carotenoides, lectinas, saponinas, taninos, fenoles, 
triterpenos, flavonoides y vitaminas A y C (esta última se encuentra en mayor proporción 
que en la naranja).  La forma del fruto depende de la variedad (redonda u ovalada), lo 
mismo que el color de la pulpa y la cáscara. En general, presenta un alto contenido de 
semillas, alrededor de 100-500 por fruto4. Su aroma es intenso y agradable, el sabor dulce y 
la acidez varia de un fruto a otro  
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En Colombia, la guayaba se encuentra en todo el territorio nacional, con un amplio número 
de variedades, distribuidas en todos los climas. El consumo interno es principalmente en 
fresco, y como materia prima para la elaboración de jugos, néctares y bocadillo. 
Comercialmente se agrupan en blancas y rojas, según la coloración que presenta la pulpa. 
La región de la Hoya del río Suárez (Santander y Boyacá) es la zona donde la producción 
de guayaba es una de las actividades de mayor importancia en su economía, ya que es la 
fuente de sostenimiento de alrededor de 9000 familias, con una producción promedio de 
100.000 toneladas por año. También en los departamentos de Valle del Cauca, Boyacá, 
Cundinamarca, Tolima, Huila, Antioquia, Cauca, y Atlántico la guayaba es una fruta 
importante de la producción agrícola5, 6. A pesar de sus bondades, el cultivo de guayaba en 
la región de la Hoya del río Suárez no es tecnificado, donde el 95% de las hectáreas 
cultivadas se encuentran distribuidas en vías y potreros sin mayor cuidado y a merced del 
ataque de plagas. Además, como es una fruta bastante perecedera, los consumidores 
usualmente la sustituyen por otras frutas, de modo que su mercado es desorganizado e 
incierto7.  Este hecho ha propiciado que en época de alta producción la guayaba no se 
aproveche, desperdiciando este valioso fruto.  
 
En la Hoya del río Suárez se encuentran mayoritariamente dos variedades denominadas, 
Regional Roja y Regional Blanca.  Sin embargo, actualmente existe un proyecto para 
introducir en la región 5.500 hectáreas de  la variedad mejorada, conocida como guayaba 
pera o Palmira ICA-1, la cual tiene un menor contenido de semillas, presenta mayor 
rendimiento y es más resistente a plagas8.  
 
Con el fin de fortalecer la cadena agroproductiva de la guayaba (reconocida actualmente 
por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural), en el grupo de aditivos naturales de 
aroma y color – GANAC de la Universidad Nacional de Colombia, se desarrolló un 
proyecto que pretendía obtener productos alimenticios enriquecidos en el color y el aroma 
de esta fruta, con un alto valor agregado y que contribuyan al desarrollo sostenible de esta 
especie frutal. En el marco de este proyecto, los objetivos del presente trabajo fueron 
separar e identificar los pigmentos naturales presentes en tres variedades de guayaba 
recolectadas en la región de la Hoya del río Suárez, (Santander, Colombia), y establecer 
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relaciones con cada variedad y con el color exhibido por los frutos en diferentes estados de 
maduración. 
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1.  ESTADO ACTUAL DEL TEMA 
 
1.1.  LA GUAYABA EN COLOMBIA. 
 
Colombia posee 22 mil hectáreas sembradas en guayaba, con una producción promedio por 
hectárea de 8 toneladas y un óptimo de 20 toneladas por hectárea9. Cerca de 7 mil de las 
13.140 hectáreas que se cultivan en el país están en Santander y Boyacá, donde se 
concentra el 54 por ciento de la producción nacional, seguida por Atlántico, Valle, Huila, 
Tolima, Antioquia y Meta. Para el caso del Valle del Cauca, la mayoría de los cultivos son 
tecnificados y la producción se ha incrementado de una forma notoria10. Santander es el 
mayor productor de guayaba en el país y la mayor parte de la producción se concentra en 
los municipios de Vélez, Guavatá, Puente Nacional, Jesús María, Albania, Barbosa, 
Guepsa, San Benito, Chipatá, Charalá, Mogotes y Guadalupe. Esta fruta provee la materia 
prima para el funcionamiento de 300 fábricas de bocadillo las cuales generan 3000 empleos 
directos y 4000 indirectos, derivandose el sustento de aproximadamente 20.000 personas 11, 
12. El consumo de guayaba es principalmente interno, sin embargo, durante el 2008 
Colombia exportó 27.306 kilos de guayaba variedad Palmira ICA-1, principalmente a la 
Unión Europea9.  
 
La guayaba se denomina como "la fruta reina" por ser la más completa en nutrientes: 
vitaminas, proteínas, sales minerales y oligoelementos. Los contenidos de vitaminas A, B1 
y B2, son altos, y el de vitamina C dos veces mayor que la naranja; los niveles de 
aminoácidos esenciales como el triptófano, lisina, y metionina, son muy altos y es rica en 
taninos. Además de poseer  propiedades de astringente intestinal, el consumo de la guayaba 
como fruta fresca es cada vez más recomendado por nutricionistas y dietistas.  
 
La guayaba colombiana presenta un alto contenido de vitamina C, alrededor de 200 a 240 
mg por 100 g de parte comestible de la fruta, para la guayaba blanca y rosada, y 74 mg para 
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la guayaba Palmira ICA-1, según lo reporta el Instituto Colombiano de Bienestar familiar 
en su tabla de composición de alimentos colombianos (Tabla 1).  
 
Tabla 1. Tabla de composición de la guayaba colombiana13. 
Variedad 
Parte 
comestible 
(%) 
Contenido en 100 gramos de parte comestible 
Proteínas 
(g) 
Lípidos 
(g) 
Carbohidratos 
totales (g) 
Vit. C 
(mg) 
Vit. A 
(ER) 
Guayaba 
blanca 
75 0,90 0,10 12,70 240 0 
Guayaba 
rosada madura 
75 0,90 0,10 13,00 200 40 
Guayaba 
Palmira ICA-1 
- 0,90 0,10 4,50 74 63 
- no reportado 
 
En Colombia se encuentran diferentes variedades de guayaba, nativas, mejoradas o 
introducidas de otros países, (por ejemplo Brasil), las cuales presentan diferencias en el 
color de la pulpa que puede ser blanca, amarillenta, rosada o roja, además se diferencian 
también en su tamaño, peso y forma. Entre las variedades conocidas en la región de la Hoya 
del río Suárez se encuentran (Figura 1)14:  
 
- Regional Roja: Sembrada tradicionalmente en la provincia de Vélez y Barbosa, 
principalmente. El fruto es redondo, con un peso de 50 a 116 gramos. Su pulpa es 
rosada, con un alto contenido de semillas. Su aroma es bastante intenso. 
- Regional Blanca: La forma del fruto es redonda, similar a la de la variedad Regional 
Roja, la pulpa de color blanco. 
- Palmira ICA-1: También es llamada "Indian Pink" o “guayaba pera”, es una 
variedad modificada en el Centro de Investigaciones de Palmira, ICA. Es la guayaba 
más consumida en Colombia como fruta fresca. La fruta tiene forma de pera, con un 
peso aproximado de 60 a 120 g. La cáscara es verde, suave y delgada, la pulpa es 
cremosa, de color rosado intenso. El sabor es dulce debido al alto contenido de 
azúcares, su contenido de semillas es bajo aproximadamente del 2,2 % del peso 
total del fruto, lo cual incrementa su rendimiento. 
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- Guavatá Victoria: Variedad producida en el municipio de Guavatá. Es de forma 
ovalada, con un peso aproximado de 155 gramos. La pulpa de color blanca, de sabor 
dulce. 
 
 
Figura 1. Principales variedades de guayaba colombiana. 
 
El aroma de la guayaba colombiana variedad Regional Roja fue estudiada por Steinhaus et 
al.15, 16, quienes catalogaron el aroma de la guayaba Regional Roja como intenso y 
agradable, y lo detectaron como notas olfativas grasosa, “grapefruit”, frutal, fresco, 
metálico, dulce – caramelo y floral, debido principalmente a la presencia de compuestos 
azufrados. En estos trabajos lograron identificar 13 compuestos volátiles responsables del 
aroma de la guayaba, (“odor-active compounds”), dentro de los cuales, los de mayor 
relevancia en el aroma de variedad Regional Roja, (“aroma key-compounds”), fueron: (Z)-
3-hexenal (verde, grasosa), 3-sulfanil-1-hexanol (“grapefruit”), 4-hidroxi-2,5-dimetíl-
3(2H)-furanona (caramelo, dulce), acetato de 3-sulfanilhexilo (“black currant”), hexanal 
(verde, grasoso), butanoato de etilo (frutal), acetato de cinnamilo (floral) y metional (papa 
cocinada). Además, los autores identificaron por primera vez  la presencia de una mezcla de 
isómeros del 2-hidroxi-3-metíl pentanoato de metilo como compuestos volátiles del aroma 
de esta fruta.   
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Posteriormente, Sinuco et al.17, estudiaron el cambio de los compuestos activos 
olfativamente durante la maduración en dos variedades de guayaba colombiana, Regional 
Roja y Regional Blanca. Ellos encontraron que para las dos variedades, las cantidades de 
los aldehídos-C6 y de los compuestos azufrados disminuyeron, mientras que las 
concentraciones de los ésteres alifáticos y de los compuestos furanoicos aumentó con la 
maduración. Sin embargo, a pesar que la concentración de los aldehídos-C6 y los 
compuestos azufrados disminuye, su contribución sensorial en el aroma de la guayaba fué 
la más relevante durante la maduración.  
 
En cuanto a la variedad Palmira ICA-1, Quijano, Suárez y Duque18 identificaron 86 
compuestos volátiles, siendo los mayoritarios el acetato de cinamilo, el acetato de (Z)-3-
hexenilo y el alcohol cinamilico. Quijano y Pino19 caracterizaron los compuestos volátiles 
de la guayaba Palmira ICA-1 por microextracción en fase sólida, encontrando que 
predominan el acetato de (Z)-3-hexenilo, acetato de 3-fenilpropilo, acetato de (E)-cinamilo 
y hexanal.  
 
1.2.  ESTUDIOS DE LOS PIGMENTOS EN LA GUAYABA. 
 
Los pigmentos naturales se pueden clasificar en antocianinas, betalainas, carotenoides 
(carotenos y xantofilas), clorofilas, β-tricetonas y quinonas (benzoquinonas, naftaquinonas, 
antraquinonas, quinonas superiores), entre otros. La presente revisión bibliográfica se 
centró principalmente en pigmentos presentes en la guayaba: carotenoides, clorofilas y 
antocianinas.  
 
1.2.1.  Carotenoides.  
 
1.2.1.1. Generalidades. Son compuestos tetraterpenoides, formados por ocho unidades de 
isoprenos y biosintetizados a partir del precursor isopentenil pirofosfato, el cual proviene 
del ácido mevalónico. La cadena isoprenoide de los carotenoides es obtenida por la unión 
de cuatro unidades de isopentenil pirofosfato, seguido de la unión de dos unidades de 
geranil-geranil pirofosfato para dar el primer producto de cuarenta átomos de carbono, el 
fitoeno20, 21 (Figura 2). Este compuesto sufre reacciones de deshidrogenación que dan lugar 
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a la formación de licopeno. Así, todos los carotenoides se consideran derivados del 
licopeno por reacciones de hidrogenación, ciclización, inserción de oxigeno, migración de 
dobles enlaces y metilos, entre otras2. Su estructura presenta muchos dobles enlaces 
conjugados y varias ramificaciones con grupos metilo.  
 
Figura 2. Biosíntesis de los carotenoides22. 
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Los carotenoides se clasifican principalmente en dos grupos: carotenos y xantofilas. Los 
carotenos presentan una estructura que solo contiene carbono e hidrógeno; en tanto que las 
xantofilas, además de poseer carbono e hidrógeno, contienen oxígeno, en forma de grupos 
sustituyentes como hidroxilo, carbonilo y epóxido. Adicionalmente, existen otros 
carotenoides de menor tamaño denominados apocarotenoides, obtenidos a partir de rupturas 
de los tetraterpenoides en los carbonos 6, 9, 6´ o 9´; por ejemplo, la crocetina y la bixina. 
En general los carotenoides en sus extremos pueden ser lineales o cíclicos; por lo tanto 
diferentes combinaciones de estas características estructurales ha llevado a detectar más de 
600 carotenoides en plantas 23, 24.  
 
Entre los carotenoides más comunes se encuentran el β-caroteno, licopeno, cantaxantina, 
astaxantina, β-criptoxantina, capsantina, zeaxantina, luteína, entre otros. A continuación en 
la tabla 2, se presentan algunos carotenoides con su estructura, usos y principales fuentes. 
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Tabla 2. Estructura, principales fuentes y usos de los carotenoides más comunes en 
alimentos20. 
Nombre y estructura Fuentes / Usos 
β-caroteno 
 
Presente en la zanahoria; es una de las 
principales fuentes de  vitamina A. Otros 
alimentos ricos en este carotenoide son la 
espinaca y algunas frutas como el mango. 
Licopeno 
 
Carotenoide más abundante en el tomate; 
no tiene actividad como pro-vitamina A, 
pero es un antioxidante eficiente. 
Cantaxantina 
 
Se encuentra en la seta Cantharellus 
cinnabarinus; se utiliza como bronceador, 
ya que se deposita en la piel y permite 
obtener un tono dorado sin necesidad de 
sol. 
Astaxantina 
 
Este pigmento se encuentra en animales 
como la trucha,  el salmón  y de algunos 
crustáceos, y es el responsable de los tonos 
rojizos de sus carnes. 
β-criptoxantina 
 
Presente en la mayoría de frutas de color 
amarillo o anaranjado, como la naranja, 
papaya y melocotón; además presenta 
actividad como pro-vitamina A, pero menos 
que el β –caroteno. 
Capsantina 
 
Es el principal carotenoide del pimentón, y 
prácticamente no se encuentra en otros 
vegetales. 
Zeaxantina 
 
Es el carotenoide típico del maíz; está 
presente en la yema del huevo y en varios 
vegetales.  
Luteína 
 
Se encuentra en las espinacas, el brócoli, 
aunque su color está enmascarado por el de 
la clorofila. Junto con la zeaxantina, es el 
responsable del color de la yema de huevo. 
Bixina 
 
Apocarotenoide extraído del achiote (Bixa 
orellana) de tipo liposoluble. Se utiliza 
como colorante en alimentos. 
Nor-bixina 
 
La norbixina es un apocarotenoide 
hidrosoluble, formado de bixina mediante 
hidrólisis alcalina, se extrae también del 
achiote (Bixa orellana). 
 11 
 
 
En general, los carotenoides no se encuentran distribuidos ampliamente en los animales, ya 
que éstos no son capaces de biosintetizarlos; sin embargo, estos pigmentos son 
fundamentales en su alimentación, pues son fuente de vitamina A. Existen algunas 
excepciones, como es el caso de la trucha y algunos crustáceos que atribuyen su color 
rojizo a la presencia de astaxantina. Los carotenoides son los responsables de los colores 
amarillos, anaranjados y rojos que presentan los alimentos,  los tallos, flores y hojas de 
plantas, bacterias y algunos animales invertebrados marinos25. En los tejidos verdes se 
localizan en los cloroplastos, y en los tejidos rojos, anaranjados y amarillos se encuentran 
en los cromoplastos21. 
 
Estos compuestos junto con las antocianinas y clorofilas, son los pigmentos vegetales de 
mayor distribución en la naturaleza. Por su diversidad estructural y numerosas funciones, 
están involucrados en la fotosíntesis; previenen y protegen la salud de los seres humanos, 
por su significativa actividad antioxidante. También se ha demostrado que los carotenoides 
intervienen en la respuesta inmune y en la comunicación celular in vivo, ya que regulan la 
expresión de algunos genes, como es el caso de los genes que producen el γ-interferón, el 
cual es responsable de regular las respuestas inflamatorias e inmunes. Solo, algunos de los 
carotenoides presentes en los alimentos son precursores de la vitamina A1, como es el caso 
del β-caroteno y otros carotenoides que poseen anillo β no sustituido, dicha vitamina es 
importante en el proceso de la visión, mantenimiento epitelial, secreción de la mucosa y 
reproducción2. 
 
Varios estudios epidemiológicos han mostrado una relación entre el alto consumo de frutas 
y vegetales, y una disminución en el riesgo de contraer enfermedades degenerativas como 
el cáncer, enfermedades cardiovasculares y degeneración macular, debido principalmente a 
la presencia de compuestos con actividad antioxidante. Los pigmentos naturales, como los 
carotenoides y antocianinas, se caracterizan por sus excelentes propiedades antioxidantes, 
contribuyendo así con esta función26.  
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1.2.1.2. Métodos de extracción y análisis. Los carotenoides pertenecen al grupo de 
pigmentos naturales liposolubles, los cuales se caracterizan por presentar una larga cadena 
carbonada, de 40 átomos de carbono, que contiene dobles enlaces conjugados a los cuales 
se les atribuye su color y su susceptibilidad a degradaciones por exposición a la luz y a altas 
temperaturas, por lo tanto su extracción debe realizarse rápidamente a temperatura 
ambiente o por debajo de esta, en un lugar donde no se expongan a la luz directamente, 
empleando solventes no polares como éter etílico, éter de petróleo o hexano, entre otros. 
Una vez obtenido el extracto es necesario usar antioxidantes (por ejemplo 
butilhidroxitolueno (BHT), ácido ascórbico o pirogalol, entre otros) para evitar su 
oxidación y poder preservar los carotenoides libres20. 
 
Durante la revisión bibliográfica se encontraron diferentes métodos de extracción de 
carotenoides para guayaba, los cuales se diferencian por el solvente de extracción 
empleado, y por una mayor o menor  extracción de algunos tipos de carotenoides. Los 
métodos de extracción más comúnmente utilizados para esta fruta son los reportados por 
Wilberg y Rodríguez-Amaya27, quienes emplean una mezcla de etanol y hexano en una 
relación 1:1; y por  Mercadante, Steck y Pfander28, quienes aislaron los carotenoides de 
guayaba liofilizada usando una mezcla de éter ter-butilmetílico, acetato de etilo y metanol. 
  
El método tradicional usado para la separación de carotenoides es la cromatografía en 
columna. Esta técnica se usa para aislar y purificar estos pigmentos, donde la separación es 
seguida visualmente; sin embargo, este método presenta la desventaja que las condiciones 
de la columna, como exposición a la luz y al aire no son controladas lo cual genera poca 
reproducibilidad26. Otro de los métodos convencionales de separación y análisis de estos 
tetraterpenoides es la cromatografía en capa delgada, sin embargo presenta la desventaja 
que durante este proceso los carotenoides son susceptibles de sufrir oxidaciones, 
degradaciones e isomerizaciones debido a la sílica y a la presencia de oxígeno. Estas dos 
técnicas requieren grandes cantidades de muestra, por lo tanto es conveniente emplear otras 
técnicas que sean más rápidas, que permitan controlar las condiciones de separación para 
disminuir la degradación de estos compuestos, y que requieran menores cantidades de 
extracto para el análisis3.  
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La técnica de HPLC cumple con estos requisitos, ya que los carotenoides son pigmentos no 
polares, se realiza en fase reversa,. La fase estacionaria más utilizada para la separación de 
los carotenoides era la C18, pero Sander et al.
29, 30, demostraron que esta columna no 
permitía separar adecuadamente una mezcla compleja de estos pigmentos. Por esta razón 
consideraron necesario aumentar la cadena hidrocarbonada de 18 a 30 átomos de carbono 
para permitir una mayor interacción de dicha fase estacionaria con los analitos, y 
desarrollaron las columnas C30, catalogadas como específicas para el análisis de 
carotenoides31.  En la figura 3, se presentan los cromatogramas de una mezcla de patrones 
de carotenoides al ser eluídos con metanol: éter ter-butilmetílico: agua en una relación 
81:15:4  hasta 6:90:4 a los 90 minutos, con un flujo de 1 mL/min a 20°C, a través de una 
columna C18 y una C30, respectivamente. Como resultado se observó que en la fase C30 se 
obtenía una mejor separación que en la C18, además se pudieron diferenciar los compuestos 
de menor polaridad, como por ejemplo el licopeno.  
 
 
Figura 3. Separación de carotenoides en columna a)C18 y b)C30
29. 
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1.2.1.3.  Identificación de carotenoides. La identificación inicial de estos compuestos se 
efectúa teniendo en cuenta la espectroscopia UV-Vis, así como la co-cromatografía 
comparativa con estándares. La forma de los espectros de absorción de los carotenoides se 
debe al sistema de los dobles enlaces de su cadena hidrocarbonada, así como la longitud de 
onda de máxima absorción, normalmente es función del número de estos dobles enlaces y 
de la presencia de grupos funcionales, ciclaciones e isomerizaciones de las moléculas. Para 
llevar a cabo la identificación es necesario comparar las posiciones de los máximos de 
absorción y la forma del espectro con aquellas propiedades de los estándares adquiridos 
comercialmente32.  
 
Debido a lo mencionado anteriormente, el detector más apropiado y usado con mayor 
frecuencia para el análisis por cromatografía líquida es el de arreglo de diodos (DAD), 
monitoreando a una longitud de onda de 450 nm donde se  presenta la máxima absorción de 
estos compuestos. No obstante, la complejidad de muchas muestras requiere de métodos 
más sofisticados para la identificación de estos compuestos. La cromatografía líquida 
acoplada a espectrometría de masas, HPLC-MS, presenta muchas ventajas sobre el detector 
de arreglo de diodos, pues requiere una cantidad menor de muestra, y además suministra 
información del ión molecular y posibles fragmentaciones que contribuyen a la 
determinación de la estructura de los carotenoides26. Se han propuesto dos tipos de 
interfases para el análisis de carotenoides por HPLC-MS, ionización química a presión 
atmosférica (APCI)33 y electrospray (ESI)34; La primera es la más adecuada, ya que 
presenta la mayor sensibilidad de detección para compuestos que no presentan sitios de 
protonación, pues no es necesario el uso de modificadores químicos. Lacker, Strohschein y 
Albert35, analizaron los carotenoides provenientes de espinacas, tomates y zanahorias, 
empleando HPLC-APCI-MS, con detección en modo positivo de los iones 
pseudomoleculares [M+H]+. Así, pudieron identificar inequívocamente en muestras reales, 
compuestos como licopeno, β-caroteno, astaxantina, cantaxantina y equinenona por medio 
del ion pseudomolecular y la información suministrada por el espectro de absorción UV-
Vis de las señales, así como, por la comparación de los tiempos de retención con 
estándares; además, determinaron que el límite de detección de esta interfase es de 1 pmol, 
para β-caroteno. Ornela-Paz, Yahia y Gardea36, lograron identificar, por medio de HPLC-
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APCI-MS operado en modo positivo, dibutirato de violaxantina como uno de los 
principales carotenoides en el mango de Manila, ya que en el espectro de masas (Figura 4) 
observaron pérdidas sucesivas de dos moléculas de ácido butírico [M+H-88+88], así como 
pérdidas de agua [M+H-88+18], la cual es característica de carotenoides con grupos 
epóxido.  
 
 
Figura 4. Espectro de masas por APCI en modo positivo del dibutírato de 
violaxantina 36 
 
1.2.1.4. Factores que afectan la composición de carotenoides. Las frutas y vegetales 
poseen diferencias cualitativas y cuantitativas en la composición de sus carotenoides; 
dichas diferencias se deben a factores como la zona de cultivo, la variedad, el estado de 
madurez, las condiciones de cosecha y de almacenamiento, entre otras. Por ejemplo en el 
caso de la calabaza, se encontró que varios cultivos de la misma especie presentan 
diferencias en la distribución cualitativa y cuantitativa de los carotenoides mayoritarios, 
como es el caso de la variedad Curcurbita moscata la cual presenta alto contenido de 
carotenos, mientras que la Curcurbita maxima Halloween posee mayor contenido de luteína 
que de carotenos37. Uno de los factores que afectan más contundentemente la composición 
de los carotenoides es el estado de madurez; generalmente las frutas inmaduras y maduras 
se diferencian por los carotenoides presentes y sus concentraciones, los cuales aumentan 
considerablemente con la maduración. Así por ejemplo, Ornelas, Yahia y Gardea36, 
encontraron en el mango de Manila que las concentraciones de β-caroteno, violaxantina y 
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9-cis-violaxantina incrementaron de una manera exponencial durante el periodo de 
maduración. En contraste, en las frutas procesadas, la composición de los carotenoides se 
vio afectada por pérdidas debido al pelado, despulpado, y a los tratamientos térmicos, que 
generan isomerizaciones y oxidaciones3. 
 
El análisis del contenido de carotenoides en frutas es de gran ayuda para determinar la 
autenticidad de preparaciones provenientes de estos alimentos. Este es el caso de jaleas de 
albaricoques las cuales son adulteradas fraudulentamente con calabazas para potencializar 
su color. Para detectar la adulteración, Kurz, Carle y Schieber37, identificaron los 
carotenoides predominantes de diferentes cultivos de albaricoques por HPLC-DAD y 
HPLC-APCI-MS, y encontraron que la calabaza posee anteroxantina, carotenoide que los 
albaricoques no presentan; por lo tanto, en jaleas de albaricoques adulteradas con calabazas 
se logra identificar anteroxantina en mezclas superiores al 5 %. 
 
1.2.1.5. Estudios previos de carotenoides en guayaba. Los primeros estudios sobre los 
carotenoides presentes en la guayaba, fueron realizados por Padula y Rodríguez-Amaya38, 
quienes identificaron siete de estos pigmentos tetraterpenoides en guayaba IAC-4 cultivada 
en Sao Paulo (Brasil), como β-caroteno, ζ-caroteno, γ-caroteno, zeinoxantina, licopeno, 
5,6,5´,6´-diepoxi-β-caroteno y 5,8-epoxi-3,3´,4-trihidroxi-β-caroteno; siendo el licopeno el 
carotenoide mayoritario, con un 86 % del contenido total de estos pigmentos.  
 
Wilberg y Rodríguez-Amaya27, estudiaron los carotenoides presentes en la guayaba de 
diferentes zonas de Brasil, encontrando que el contenido de carotenoides dependía de la 
zona donde se había cultivado la fruta. Por ejemplo, para la guayaba recolectada en Sao 
Paulo, hallaron contenidos de β-caroteno y licopeno de 3.7±0.7 µg/g y 53.4±6.3 µg/g, 
respectivamente, mientras que la guayaba recolectada en Pernambuco, los contenidos 
fueron de 11.9±5.2 µg/g y 53.4±14.1 µg/g., respectivamente.  
 
Posteriormente, Mercadante, Steck y Pfander28, aislaron e identificaron varios carotenoides 
del liofilizado de guayaba roja empleando técnicas como HPLC-DAD, HPLC-MS y de 
RMN. Mediante el uso de estas técnicas, lograron identificar isómeros de licopeno y β-
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caroteno, y 16 carotenoides minoritarios, entre los que sobresalen: fitoflueno, γ-caroteno, 
entre otros. 
 
Setiawan et al.39, analizaron la guayaba consumida en Indonesia, por HPLC en fase reversa 
con detector UV-Vis, hallando que el contenido de licopeno, β-caroteno y β-criptoxantina, 
con valores de 1150 µg/100 g, 984 µg/100 g y 66 µg/100 g, respectivamente.  
 
El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA)40, reporta resultados 
similares, con el licopeno como el carotenoide que se encuentra en mayor cantidad, seguido 
por el β-caroteno (5204 µg/100 g  y  374 µg/100 g, respectivamente). En un estudio 
reciente, el licopeno, β-caroteno y fitoflueno fueron identificados como los carotenoides 
mayoritarios en la guayaba de Cuba41. A pesar de los estudios publicados, los carotenoides 
presentes en las diferentes variedades de guayaba Colombiana no han sido identificados 
hasta el momento. 
 
1.2.2. Clorofilas. 
 
1.2.2.1. Generalidades. Las clorofilas son los pigmentos responsables del color verde de 
las plantas, los cuales se localizan junto a los carotenoides en los plastidios. Las clorofilas 
son moléculas fotorreceptoras que transforman la energía lumínica en energía química. 
Están constituidas, básicamente, por cuatro anillos pirrólicos sustituidos, y se hallan 
coordinados con un ion magnesio, siendo una molécula planar. En la naturaleza se 
encuentran comúnmente dos tipos de clorofilas, a y b; la clorofila a contiene un grupo 
metilo en el carbono 3, mientras que la b posee un grupo formilo (Figura 5); las demás 
clorofilas (c, d, e) se encuentran únicamente en algas, junto a la clorofila a. A estas 
moléculas se encuentra unido un alcohol isoprenoide monoinsaturado de 20 átomos de 
carbono, denominado fitol, el cual le confiere  el carácter hidrofóbico a esta molécula.  
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Figura 5. Estructura de clorofilas a y b. 
 
Cuando el plastidio está compuesto por un alto contenido de clorofilas, este se denomina 
cloroplasto. La degradación de estos cloroplastos se debe a la pérdida de clorofilas dando 
origen a los cromoplastos, los cuales exhiben pigmentaciones amarillas y anaranjadas, 
debido principalmente a la presencia de carotenos y xantofilas. 
 
Los compuestos clorofílicos se encuentran coordinados con átomos de magnesio, y cuando 
existen condiciones ácidas se produce el desplazamiento de dicho átomo por un ion 
hidrógeno, obteniéndose las feofitinas. Estos productos de degradación se producirán en 
vegetales y frutas siempre que hayan sido sometidas a golpes, trituración, calentamiento o 
fermentación, entre otros.  
 
Los pigmentos clorofílicos generalmente disminuyen su contenido en frutas cuando 
maduran, dando lugar a la formación de otros pigmentos como los carotenoides, este último 
proceso es conocido como carotenogénesis. Un ejemplo de este proceso es el que presenta 
el pimentón, el cual exhibe un aumento en su color rojo y disminución del color verde, 
debido a la biosíntesis de pigmentos que se encuentran en los cromoplastos, como, 
zeaxantina, β-criptoxantina o violaxantina, y a una disminución de los pigmentos presentes 
en los cloroplastos, como la luteína y neoxantina. Estos últimos pigmentos, en especial la 
luteína, están ligados directamente con el proceso de la fotosíntesis42. Sin embargo existen 
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frutas que no presentan carotenogénesis, ya que a lo largo de la maduración se mantienen 
los contenidos de clorofilas y se degradan los carotenoides, como ocurre en la pulpa del 
aguacate, donde el contenido total de estos pigmentos decrece de manera exponencial. La 
neoxantina es el carotenoide que se encuentra en mayor cantidad en la pulpa, la cual 
disminuye con la maduración hasta alcanzar valores inferiores a 0,4 µg/g pulpa, mientras 
que la luteína, β-caroteno, α-caroteno, violaxantina, antheraxantina y zeaxantina, mantienen 
su concentración constante a medida que el fruto madura43.   
 
1.2.2.2. Métodos de extracción y análisis. Los pigmentos clorofílicos, al igual que los 
carotenoides, son lábiles a temperaturas por encima de los 40 °C, exposición excesiva a la 
luz y largos tiempos de extracción. Si no se selecciona un adecuado método de extracción 
se puede generar epimerización en el carbono 10 del anillo porfirínico o formación de 
feofitinas.  
 
En el proceso de extracción por lo general se emplean solventes que sean de polaridad 
media- alta y poco selectivos, como acetona y metanol; además que tengan una buena 
capacidad de penetración en la muestra. Por ejemplo, para el caso de Kiwi, McGhie y 
Ainge44 usaron como mezcla de extracción acetona y tetrahidrofurano en una relación 1:1 y 
posterior partición con éter dietílico; en pimentón un procedimiento similar fue usado por 
Roca et al.45, quienes emplearon acetona como solvente extractante y luego el extracto fue 
transferido a éter dietílico. En aguacate, se usó como solvente de extracción acetona, a la 
cual posteriormente, le hicieron extracción líquido-líquido con éter dietílico, para así 
obtener un extracto rico en clorofilas y otros pigmentos de baja polaridad, como 
carotenoides43. 
 
El método usado para la separación de clorofilas, gracias a su rapidez, es la cromatografía 
en placa de sílicagel, la cual busca aislar el mayor número de pigmentos con una primera 
cromatografía general, para así, proceder a la purificación individual de cada componente32. 
La cromatografía líquida de alta eficiencia  preparativa permite la purificación de los 
pigmentos aislados, esta se realiza usualmente en fase reversa, ya que las clorofilas, al igual 
que los carotenoides, son pigmentos poco polares. La fase estacionaria más utilizada para la 
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separación de estos pigmentos es la C18,  y como eluyentes se emplea agua/metanol, o 
metanol/acetona, siempre conservándose la acetona en mayor proporción46, 45.  
 
1.2.2.3. Identificación. Los espectros de absorción  de los pigmentos que presentan la 
estructura porfirina, presentan unas bandas pronunciadas en la región del amarillo, rojo,  
infrarrojo, entre 500 y 700 nm, y ultravioleta cercano, entre 400 y 460 nm donde se 
presentan los máximos de absorción. La presencia de las últimas bandas indica que no se ha 
producido la apertura del anillo porfirínico. Roca et al.45, lograron identificar las clorofilas 
presentes en pimentón, por la adquisición del espectro UV-Vis en diferentes solventes y 
comparar sus valores de absorción con la literatura o estándares. Para confirmar la 
identificación de derivados clorofílicos algunos autores, como van Breemen, Canjura y 
Schwartz47, hacen análisis por espectrometría de masas, empleando una ionización de 
bombardeo con átomos rápidos (FAB) en modo positivo, para detectar los iones 
moleculares [M+]; por ejemplo, para la feoforbida a, el ion molecular observado en el 
espectro de masas con ionización de bombardeo con átomos rápidos es de 592 m/z (figura 
6). Un procedimiento similar fue seguido por Hyvärinen y Hynninen48 quienes lograron 
identificar por medio de espectrofotometría UV-Vis y FAB-MS siete productos de 
alomerización con metanol de la clorofila b, los cuales fueron aislados previamente por 
cromatografía en columna empacada con sucrosa usando como eluyente una mezcla de 
hexano- isopropanol- metanol. 
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Figura 6. Espectro de masas por FAB en modo positivo de la feoforbida a usando una 
matriz de alcohol 3-nitrobencílico (NBA) 
 
 
1.3. MEDIDA OBJETIVA DEL COLOR POR MEDIO DE LA COLORIMETRÍA 
TRIESTÍMULO. 
 
El color es una respuesta mental al estímulo producido en la retina por una radiación 
luminosa visible, pero la medida de este estímulo depende de las condiciones que lo rodean. 
Para lograr unificar dichas medidas se han definido unas condiciones estándar que permite 
obtener resultados comparables, como son: el observador, el iluminante, la geometría de 
iluminación-observación y el intervalo de medida49.   
 
El estímulo cromático está caracterizado por la colorimetría triestímulo, la cual permite 
obtener una medida objetiva de color por medio de tres sensaciones o atributos 
psicométricos, que dan finalmente un carácter tridimensional a este estímulo. Estos son: el 
tono, la luminosidad y la saturación50. El tono o matiz, se refiere a aquella característica que 
permite clasificar un color como rojo, amarillo, verde o azul, y está relacionado con las 
diferencias de absorbancia/transmitancia de la energía radiante a diferentes longitudes de 
onda, en otras palabras es el atributo cualitativo del color. La saturación o pureza, describe 
el grado o la intensidad con la que un color se separa del gris neutro y se acerca a un color 
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puro del espectro, y describe la reflexión o transmisión a una determinada longitud de onda; 
es considerado el atributo cuantitativo de la cromaticidad. La  luminosidad o brillo, permite 
clasificar el color como claro u oscuro, que se define como la característica de una 
sensación de color que la hace equivalente a la producida por algún elemento de la escala 
de grises que va desde el blanco (máxima luminosidad - 100) hasta el negro (mínima 
luminosidad - 0), haciendo un elemento más claro u oscuro. Esta característica es una 
medida relativa de la luz reflejada frente a la absorbida, por lo tanto no se considera como 
partícipe de la cromaticidad 51, 52.  
 
Las leyes que rigen la igualación del color son conocidas como “generalización 
tricromática”, las cuales se pueden expresar considerando un espacio vectorial o espacio 
tridimensional “espacio triestímulo”, lo cual da inicio a un sistema colorimétrico propuesto 
por el organismo encargado de recoger y unificar los términos, teorías y sistemas de color, 
la Comisión Internacional de Iluminación (CIE – “Commission Internationale de 
l´Eclairage”). Esta organización propone diversos sistemas que permiten definir el color, 
siendo el más reciente el espacio CIELAB, que se representa en coordenadas rectangulares 
como claridad o luminosidad, L*, y cromaticidad, a* y b*, como se observa en la figura 7. 
Los componentes de cromaticidad presentan valores desde (–a*) a (+a) y (–b*) a (+b*), 
donde a*  va de verde a rojo y b* de azul a amarillo53. 
 
Figura 7. Espacio de color L*, a*, b*54. 
 
La medida del color puede realizarse por evaluación visual o instrumental, siendo este 
último es el más usado, ya que permite obtener medidas con mayor reproducibilidad y 
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objetividad que la medida sensorial. Sin embargo, el análisis visual ha mejorado por el uso 
de atlas y cartas de colores, y existen cartas adecuadas que contienen todos los tonos e 
intensidades posibles para el análisis de alimentos. El color determinado en forma 
instrumental se expresa en las coordenadas triestímulo del espacio CIELAB, las cuales se 
relacionan con los parámetros psicométricos croma (C) y tono (hue h); los instrumentos 
empleados pueden ser colorímetros, espectrofotómetros o espectrorradiómetros, que pueden 
generar directamente o por cálculos matemáticos los valores triestímulos51. El 
espectrorradiómetro es un instrumento que se basa en la reflectancia espectral de un objeto, 
donde la muestra es iluminada y una sonda óptica observa igual que como un ojo humano, 
a una distancia específica55; a diferencia de un colorímetro convencional, el cual mide la 
absorbancia o tramitancia de luz por una muestra translucida, el espectrorradiómetro es 
empleado para muestras sólidas o líquidas, translucidas o con sólidos en suspensión, ya que 
mide la luz reflejada desde el objeto utilizando tres sensores, permitiendo una sensibilidad 
similar a la del ojo humano, midiendo directamente los valores triestímulo. 
 
1.4.  MEDIDA DEL COLOR MEDIANTE ANÁLISIS DE IMAGEN. 
 
Los instrumentos mencionados anteriormente pierden su utilidad cuando la muestra no 
presenta uniformidad del color, ya que solo reportan las coordenadas cromáticas de un 
color medio de toda el área medida. Para solucionar este inconveniente se emplea un 
sistema de medida de imagen digital, pues captura todo el aspecto de la muestra, 
permitiendo medir así la distribución del color53. Para tal fin se emplean cámaras digitales  
que capturan el color total y apariencia del objeto, y que gracias a su calidad en la imagen 
es posible obtener fidelidad en las medidas, registrando el color en muchos puntos de la 
muestra, y suministrando una información detallada al reportar coordenadas cromáticas 
para cada píxel.  Se encuentran diferentes instrumentos para el procesamiento de imágenes 
digitales: video colorímetros los cuales usan sistemas de visión computarizados, y las 
cámaras digitales. A diferencia de los sistemas de visión computarizados, las cámaras 
digitales son equipos más económicos y accesibles, que no requieren de dispositivos muy 
especializados53. El método de captura de imágenes más usado en los últimos años ha sido 
el DigiEye56, que consiste de una cámara digital, que realiza las medidas de color de un 
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objeto bajo condiciones controladas de luminosidad y de un software grafico57, que se 
encarga de controlar la cámara, mostrar la imagen en el monitor y realizar el análisis 
convirtiendo las medidas instrumentales, según una carta de referencia de 240 colores, a los 
valores tricromáticos CIEXYZ o CIELAB58.  
 
En los últimos 10 años, la digitalización de imagen se ha venido introduciendo en la 
industria alimenticia y de textiles, ya que sus medidas de color comprenden la apariencia 
total de los productos, involucrando la textura de la superficie y la distribución del color, 
lográndose valores de color verdaderos y un análisis de calidad completo de los productos. 
Un ejemplo del uso de esta técnica, fue el realizado por González-Miret et al.57, en las 
medidas del color y apariencia de cuatro variedades de vino rojo; el análisis del color de los 
vinos lo realizaron a diferentes profundidades, observándose que a mayor profundidad el 
tono de las variedades de vino son rojizos y a menores profundidades tiende a colores entre 
el amarillo y el amarillo-verdoso. Es así, como ellos recomiendan el uso de la digitalización 
de imágenes, ya que por medio de una sola medida es posible capturar la apariencia a 
diferentes profundidades de los vinos, siendo una técnica rápida y fácil de usar; mientras 
que por otras técnicas como espectrorradiómetro es necesario hacer una medida para cada 
profundidad, y además, no abarca todo el área de medida perdiéndose información de la 
muestra.  
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2.  METODOLOGIA. 
 
2.1.  SELECCIÓN DE FRUTA.  
 
Para este estudio se emplearon tres variedades de guayaba colombiana (Psidium guajava 
L.), “Regional Roja”, “Regional Blanca” y variedad “Palmira ICA-1”. Los frutos fueron 
recolectados en Puente Nacional, Santander, Colombia, en noviembre de 2008 y mayo de 
2009. Los frutos de los diferentes cultivos se seleccionaron en tres diferentes estados de 
madurez, clasificados de acuerdo a la observación visual del color de la cáscara, en 
inmaduro (estado I, 100 % verde), pintón (estado II, 50 % amarilla) y maduro (estado III, 
100 % amarilla). Cada lote estaba compuesto de 10 guayabas, recolectadas al azar (Figura 
8). 
 
 
Figura 8. Variedades de guayaba colombiana estudiadas en tres estados de madurez. 
 
 
2.2.  ANALISIS FISICOQUÍMICO. 
 
Las guayabas de cada uno de los lotes se cortaron longitudinalmente y se homogenizaron 
en un procesador de alimentos, incluyendo cáscara y semillas, hasta obtener un puré. Una 
vez obtenido el puré se realizó la determinación de sólidos solubles totales (SS), el pH y la 
acidez titulable (AT)59. Los SS se determinaron con un refractómetro Atago – PAL – alfa a 
20 °C. La acidez titulable se realizó por titulación potenciométrica de 20 g del puré de la 
fruta en agua, con una solución de hidróxido de sodio 0.1 N, y los resultados se expresaron 
 26 
 
como porcentaje de ácido cítrico. El pH se determinó en un potenciómetro pH- Meter CG 
820 Schott Gerate, tomando 6 g de la fruta y homogenizándolos con 10 mL con agua 
destilada. Todas las medidas se llevaron a cabo por triplicado y el resultado se expresó 
como el valor promedio de las determinaciones. 
 
2.3. ANÁLISIS FISICO DEL COLOR POR COLORIMETRÍA TRIESTÍMULO. 
 
Las medidas de color fueron realizadas sobre la superficie y el interior de las guayabas, 
empleando un espectrorradiómetro Minolta CAS 140B con una sonda telescópica TOP 100 
(Figura 9), provisto por una fuente de iluminación D65, la cual incidió sobre la muestra a  
45° y el observador a 0°. Para las medidas de la superficie de la fruta se realizaron 4 
medidas alrededor del centro de la fruta y 2 en la parte superior e inferior; para el caso del 
interior se realizaron 3 medidas sobre la pulpa en sitios definidos (Figura 10). Cada una de 
estas medidas se hicieron con diferentes frutas en el mismo estado de madurez. El blanco 
de las medidas fue hecho con sulfato de bario prensado.  
 
 
Figura 9. Espectrorradiómetro CAS 140B y telescopio óptico TOP 10060. 
 
 
Figura 10. Localización de las medidas del color exterior e interior de la guayaba con 
el espectrorradiómetro. 
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Debido que la superficie de esta fruta no presenta una apariencia homogénea, se llevaron a 
cabo medidas de color por análisis de imagen para cada fruta. Para tal fin, se utilizó una 
cámara digital Samsung A503. Las imágenes se tomaron tanto del interior como del 
exterior del fruto, y en los tres estadios de madurez (estado I, II y III). Para las medidas en 
el exterior de la fruta se tomaron dos imágenes, una frontal y otra posterior; para el caso del 
interior se realizaron dos imágenes por fruta, correspondientes a las dos mitades. Cada una 
de estas medidas se hicieron con diferentes frutas en el mismo estado de madurez. En todas 
las imágenes se dispuso la muestra junto a un blanco de sulfato de bario, para una posterior 
corrección y estandarización de la señal cromática, y las imágenes fueron tomadas bajo una 
fuente de iluminación incandescente. En cada imagen se cortó un área fija de 180x180 
píxeles. Se midió la heterogeneidad cromática del fruto a través de la proporción de píxeles 
que se desvía más de un diez por ciento de la intensidad media de la imagen. A partir de las 
imágenes corregidas se muestrearon 900 píxeles y en ellos se midió el color en valores 
RGB. Para el procesado de las imágenes se utilizó el software específico Image-Pro; el 
algoritmo para la conversión RGB-CIELAB se implementó en Matlab R2009b. 
 
El color determinado en forma instrumental, por el espectrorradiómetro y el digitalización 
de imagen, fue reportado en coordenadas triestímulo, correspondientes al espacio CIELAB, 
las cuales se transformaron en los parámetros psicométricos croma (C) y tono (hue h) 
teniendo en cuenta las siguientes ecuaciones: 
 
C*ab = ((a* 
2 + b* 2))1/2 
hab = tan
-1(b*/a*) cuando a* > 0 y b* = 0 
 hab = 180 + tan
-1(b*/a*) cuando a* ≤ 0 
 
2.4. OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS DE PIGMENTOS.  
 
2.4.1. Extracción de carotenoides y clorofilas. Las guayabas de cada uno de los lotes (10 
guayabas por lote para cada variedad y estado de madurez) se cortaron longitudinalmente y 
se homogenizaron en un procesador de alimentos, incluyendo cáscara y semillas, para 
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obtener un puré, el cual se liofilizó a -84 °C y 0,026 mBar (de 24 a 36 horas) en un equipo 
Telstar Cryodos-80.  
 
Se evaluaron tres procedimientos de extracción de clorofilas y carotenoides, con diferente 
solvente de extracción, teniendo en cuenta la literatura consultada. El primero fue el 
utilizado por Wilberg y Rodríguez-Amaya27 quienes emplearon una mezcla de etanol y 
hexano; en el segundo procedimiento se empleó acetona y éter de petróleo3; y en el último 
se utilizó una mezcla de  metanol y hexano, como solventes de extracción. 
 
Se utilizó la misma cantidad de puré liofilizado (20,0 mg) para los tres procedimientos y la 
extracción de los carotenoides y clorofilas, se realizó en forma exhaustiva con cada uno de 
los solventes evaluados en cada caso. Las fases orgánicas se reunieron y se sometieron a 
una partición con el solvente menos polar de cada una de las mezclas de extracción, hasta 
que no se observó más transferencia de pigmento a la fase menos densa. Se reunieron las 
fracciones de los solventes menos polares, los cuales se lavaron con agua, se secaron y 
posteriormente se llevaron a sequedad con un rotavapor y almacenadas a -20°C para ser 
analizados por HPLC-DAD. El mejor método de extracción de los carotenoides y clorofilas 
de las variedades de guayaba colombiana se determinó al comparar el número de 
compuestos detectados por HPLC-DAD. Después de seleccionar el segundo método, frutas 
de las tres variedades  y en diferentes estados de madurez se sometieron al procedimiento 
descrito en la figura 11.  
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Figura 11. Procedimiento de extracción de carotenoides en guayaba. 
 
Recoger y lavar con agua 
Secar la fase orgánica con 
Na2SO4 anhidro. 
Hacer partición 150 µL 
con éter de petróleo 
Desechar 
Eliminar el solvente con 
rotavapor a 20ºC, hasta 
sequedad. 
Almacenar con N2 y congelar 
a -20ºC 
Separar las fases 
Hacer partición 200 µL con éter de petróleo 
Extraer con 300 µL de acetona fría 
Fruta liofilizada 
Extracto carotenoides y clorofilas 
Éter de petróleo  Acetona 
Separar las fases 
Análisis por HPLC-DAD y  
HPLC-MS 
Centrifugar o filtrar al vacio 
Recolectar la fase orgánica 
Acetona 
20,0 mg del liofilizado 
Repetir la extracción 5 
veces más. 
Tomar el sólido tratado 
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Para la identificación de los pigmentos minoritarios presentes en las frutas de guayaba, en 
cada variedad y estado de madurez se tomaron 250 g del liofilizado de fruta y se sometieron 
a extracción de igual manera que el procedimiento presentado en el diagrama (Figura 11), 
empleando un total de 600 mL de acetona fría por muestra y 200 mL de éter de petróleo. La 
fase orgánica se seco sobre sulfato de sodio anhidro. Los extractos se concentraron en un 
rotavapor a 20 °C hasta sequedad, y se almacenaron con nitrógeno a -20 °C, para ser 
analizados por HPLC-MS.  
 
2.4.2. Extracción de antocianinas. Se evaluó la presencia de antocianinas en las diferentes 
variedades de guayaba. Para ello se utilizaron 150 g de puré de guayaba, los cuales se 
homogenizaron con  500 mL de metanol acidificado con ácido acético al 1 % y se dejaron 
por 24 horas con agitación en la oscuridad. Luego, el extracto se filtró al vacío a través de 
un filtro Whatman No. 1, para retirar los sólidos presentes. El extracto metanólico se 
concentró en un rotavapor Buchi a 35 °C. El residuo seco se disolvió en agua y fue pasado 
a través de la resina Amberlita XAD-7. Después de lavar con agua destilada, se eluyó con 
600 mL de metanol acidificado. El extracto obtenido se concentró en rotavapor, se liofilizó 
y se llevó a sequedad para ser almacenado a -20 °C hasta su posterior análisis. 
 
2.5.  ANÁLISIS DE LOS EXTRACTOS DE PIGMENTOS. 
 
2.5.1.  Aislamiento de estándares de carotenoides y clorofilas. 
 
2.5.1.1. Luteína, feofitina a, clorofilas a y b. La luteína, clorofilas a y b fueron aisladas 
siguiendo el procedimiento de Mínguez-Mosquera32 de la siguiente forma: 50 g de hojas 
verdes de acelga, se sometieron a extracción sucesiva con acetona hasta obtener un residuo 
blancuzco (300 mL de acetona); luego al extracto crudo obtenido se le hizo partición con 
éter etílico (150 mL), y por último se llevó a sequedad en un rotavapor a 20 °C. El extracto 
seco se disolvió con éter de petróleo y se aplicó en forma de banda en una placa de sílica 
gel 60 F254 Merck. Para la separación de los pigmentos se empleó como fase móvil éter de 
petróleo- acetona- dietilamina en una proporción 10:4:132 (Figura 12).    
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Figura 12. a) Hojas verdes de acelga, b) Placa cromatográfica con separación de 
pigmentos, c) Extractos de clorofilas a y b. 
 
Las bandas correspondientes a la luteína (Rf 0,41), clorofila a (Rf 0,54) y b (Rf 0,51), se 
recogieron sobre acetona, se filtraron y el extracto obtenido se concentró en un rotavapor a 
20 °C. El residuo se almacenó a -20 °C. 
 
Para corroborar la identidad de la luteína, y clorofilas a y b aisladas, se analizó por HPLC-
DAD y se comparó sus espectros de absorción obtenidos (longitudes de onda de máxima 
absorción: luteína 446, 472 y 504 nm, clorofila a 408 y 662 nm, clorofila b 432 y 646 nm) 
con la literatura32, 61. 
 
La feofitina a fue obtenida por degradación térmica de la clorofila a sometida a 
calentamiento en medio ácido32. Para ello se tomó la clorofila a aislada por cromatografía 
en placa, y se disolvió en éter de petróleo, se le añadió una solución de ácido clorhídrico 0,1 
N en etanol, la cual se dejó por 4 minutos en baño de María, y transcurrido este tiempo se 
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lavó con agua. La feofitina a presentó un color gris-verdoso. Para corroborar que la 
feofitina obtenida correspondía a la a, se analizó por HPLC-DAD (según las condiciones 
mencionada el numeral 2.5.2) y sus espectros de absorción (longitudes de onda de máxima 
absorción: 406 y 666 nm), se compararon con la literatura32. El solvente se eliminó en un 
rotavapor a 20 °C y el residuo se almacenó a -20 °C hasta ser utilizado. 
 
2.5.1.2. Licopeno. El estándar de licopeno se aisló a partir de 50 g de tomates frescos, por 
cromatografía en columna, siguiendo el procedimiento reportado por Rodríguez-Amaya62. 
Para tal fin, los tomates se cortaron en tajadas y se sometieron a extracción con acetona; 
luego, a la fase orgánica, enriquecida en pigmentos, se le realizó extracción líquido-líquido 
con éter de petróleo. El extracto obtenido se llevó hasta sequedad en rotavapor. Para aislar 
el licopeno, el extracto se disolvió en 30 mL de acetona y se fraccionó en una columna (70 
x 5 cm) que contenía como fase estacionaria 30 g de óxido de magnesio (Fluka) y 30 g de 
Hyflosupercel medium (Fluka). La elución se llevó a cabo con acetona- éter de petróleo, 
iniciando con una relación 1:4 y terminando con una 1:9, en la cual se recogió el licopeno 
presente, correspondiendo a una banda rojiza62 (Figura 13). El licopeno aislado se 
concentró en un rotavapor a 20 °C y se almaceno en un congelador a -20°C.  
 
Figura 13. Separación del licopeno a partir de tomate. 
 
 
2.5.2. Cuantificación de carotenoides y clorofilas totales por espectrofotometría UV-
Vis. El contenido de carotenoides y clorofilas totales fue determinado por 
espectrofotometría, realizando medidas de absorbancia a 450 nm y 660 nm, 
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respectivamente, empleando β-caroteno y feofitina a como estándares63. El estándar de β-
caroteno fue adquirido de Sigma-Aldrich, y la feofitina a fue extraída de hojas verdes de 
acelga por cromatografía en placa fina, según el procedimiento descrito en el numeral 2.5.1. 
Las soluciones stock de β-caroteno y feofitina a se prepararon con una concentración de 
0,0580 mg/mL y 0,0134 mg/mL, respectivamente; a partir de cada una de ellas, se 
prepararon las curvas de calibración, con cinco puntos de diferentes concentración, donde 
la absorbancia quedó comprendida entre 0,2 y 0.6. Los extractos obtenidos de guayaba, se 
disolvieron en un volumen determinado de acetona, de tal modo que la absorbancia de cada 
una de las muestras presentó valores dentro del rango de la curva de calibración. Las 
medidas se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como el valor promedio 
de las determinaciones en mg de β-caroteno o feofitina a por kilogramo de fruta. 
 
 
2.5.3. Análisis de carotenoides y clorofilas por HPLC-DAD.  Se analizó la composición 
de carotenoides y clorofilas de cada muestra, además de los estándares, usando un equipo 
HPLC-DAD Agilent serie 1100 (Palo Alto, Estados Unidos) equipado con una bomba 
cuaternaria, detector de arreglo de diodos, y sistema de inyección automática. Las muestras 
y estándares se disolvieron en acetato de etilo y se les adicionó 0,1 % de BHT para evitar 
posibles degradaciones. Se empleó una columna en fase reversa, Waters YMC C30 (250 x 
4.6 mm, 5 µm) y como fase móvil metanol (solvente A), una mezcla de metanol/agua 
(80/20, v/v, solvente B) y MTBE (solvente C), a los cuales se les adicionó 0.1 % de BHT y 
0.01 % de trietilamina. Se utilizó el siguiente gradiente lineal: de 0 a 40 minutos 80 %A: 5 
%B: 15 %C hasta 30%A: 5%B: 65%C; de 40 a 45 minutos se mantuvo en 
30%A:5%B:65%C, y de 45 a 55 minutos se retornó a las condiciones iniciales; el flujo fue 
de 1 mL/min. La columna se mantuvo a 20 °C y las muestras (20 µL) se inyectaron con un 
autoinyector Agilent 1100 serie. La detección fue monitoreada simultáneamente a 472 nm 
para carotenoides y a 408 nm para clorofilas y sus derivados.  La identificación de los 
carotenoides se llevó a cabo por comparación de sus tiempos de retención y su espectro de 
absorción en el UV-Vis, con los estándares previamente aislados.  
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2.5.4. Cuantificación de carotenoides y clorofilas por HPLC-DAD.  La cuantificación 
individual  se realizó con el método de estándar externo. Para tal fin se utilizaron soluciones 
stock de licopeno y feofitina a; las concentraciones de cada uno de los estándares usados 
fueron 0,0495 mg/mL para licopeno y 0,0013 mg/mL para feofitina a. En la determinación 
de la concentración de los pigmentos presentes en los extractos de guayaba, se inyectaron 
cinco volúmenes sucesivos de cada una de las soluciones stock de los estándares. Las 
muestras y estándares se disolvieron en acetato de etilo y se les adicionó 0,1 % de BHT 
para reducir posibles degradaciones. Las condiciones del HPLC-DAD que se emplearon 
fueron iguales a las mencionadas en el numeral 2.5.2. Los resultados se expresaron como 
mg de licopeno o feofitina a por kilogramo de fruta.  
 
 
2.5.5. Análisis de carotenoides por HPLC-MS. La identificación de los carotenoides 
mayoritarios y la detección de algunos minoritarios se realizó por HPLC-MS. Para este 
propósito se usó un equipo UFLC LC-20AD Shimadzu LC-MS-IT-TOF (Kyoto, Japón), 
equipado con un desgasificador D60-20A5 y una bomba LC-20AC. El análisis se realizó 
con una interfase de ionización química a presión atmosférica, APCI, en modo positivo y 
negativo. Para el análisis de MSn se selecciono el ion m/z 536, como ion precursor común 
para los carotenoides licopeno y β-caroteno. Los espectros de masas fueron tomados en un 
rango de m/z 200 a 800 en modo scan. La energía de ionización fue del 50 % con una 
frecuencia de 45,0 KHz, se usó nitrógeno como gas nebulizador y drying gas con un flujo 
de 2,0 L/min; la temperatura de la interfase fue de 400 °C y la temperatura del CDL de 200 
°C. El extracto de carotenoides se disolvió en acetato de etilo, a los cuales se les adicionó 
0.1 % de BHT. Las muestras fueron inyectadas con autoinyector SIL 20AHT en un loop de 
5 µL. Se empleó una columna en fase reversa, Waters YMC C30 (150 x 3.0 mm, 3 µm) y 
como fase móvil se usó una mezcla de metanol/agua (50/1, v/v, solvente A) y MTBE 
(solvente B). Se utilizó el siguiente gradiente lineal de 0 a 5 minutos 80 %A: 20 %B hasta 
50 %A: 50 %B; de 5 a 10 minutos cambio hasta 30 %A: 70 %B, y de 10 a 20 minutos 
regresa a la relación 50 %A: 50 %B; a un flujo de 0,3 mL/min. La columna se mantuvo a 
20 °C. Los espectros de alta resolución se obtuvieron después de calibrar el equipo con un 
estándar de β-caroteno.  
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2.6.  ANÁLISIS ESTADISTICO. 
 
Cada determinación se realizó al menos tres veces y los resultados se expresaron como el 
promedio y su desviación estándar. Los intervalos de confianza se calcularon con un nivel 
de significancia del 95 %.  Las diferencias significativas se determinaron con la prueba 
estadística de contraste de significancia por medio del parámetro t-Student. 
Adicionalmente, para las medidas de los parámetros del color interior y exterior de las 
frutas se llevó a cabo el análisis de componentes principales (ACP), el cual permitió 
establecer si existían correlaciones entre los parámetros de color,  las diferentes variedades 
de guayaba y los estados de madurez de las mismas. Este fue llevado a cabo en el software 
SPAd v. 5.5. En el plano factorial se recolectó más de un 90 % de la información. 
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3. RESULTADOS Y DISCUSION 
 
3.1.  ANALISIS FISICOQUIMICO. 
 
Con el objeto de caracterizar los estados de madurez seleccionados, para las tres variedades 
de guayaba, se determinó el pH, el contenido de sólidos solubles (SS) y la acidez titulable 
(AT); y con estos valores se hallaron los índices de madurez (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Sólidos solubles (SS),  acidez titulable (AT),  pH e índice de madurez, para las 
tres variedades de guayaba en los tres estados de madureza. 
 
 
pH 
Sólidos 
solubles  
(% Brix) 
% Acidez 
Titulable 
(AT)b 
Índice de 
madurez 
(SS/AT) 
Guayaba Roja     
Estado I 3.99 ± 0.01  7.9 ± 0.2 0.82 ± 0.01 9.7 
Estado II 4.16 ± 0.03 8.7 ± 0.3 0.74 ± 0.02 11.8 
Estado III 4.16 ± 0.01 10.5 ± 0.1 0.74 ± 0.05 14.2 
Guayaba Palmira ICA-1     
Estado I 3.63 ± 0.02 8.5 ± 0.1 0.90 ± 0.04 9.4 
Estado II 3.85 ± 0.01 9.1 ± 0.1 0.73 ± 0.02 12.5 
Estado III 3.90 ± 0.02 9.9 ± 0.1 0.70 ± 0.06 14.1 
Guayaba Blanca     
Estado I 3.98 ± 0.03 8.9 ± 0.2 0.71 ± 0.02 12.5 
Estado II 4.04 ± 0.03 9.7 ± 0.1 0.62 ± 0.01 15.7 
Estado III 4.15 ± 0.02 9.8 ± 0.1 0.60 ± 0.04 16.3 
aTodos los datos son el promedio (n = 3) ± desviación estándar. bAT expresada como % 
ácido cítrico. 
 
Como era de esperarse, en las tres variedades de guayaba, a medida que pasan de estado I 
(verde) a III (maduro) el contenido de sólidos solubles incrementa. Esta tendencia se 
atribuye a que en el estado I (verde) la fruta posee un mayor contenido de pectinas y 
almidón, los cuales disminuyen a medida que el fruto madura, debido a la acción de las 
enzimas que los hidrolizan a lo largo del proceso de maduración y producen un aumento en 
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la concentración de azúcares. Similares resultados se hallaron para guayaba proveniente de 
la India64 y de Venezuela65.  Entre las variedades Regional Roja, Palmira ICA-1 y Regional 
Blanca, el contenido de sólidos solubles no se diferencian significativamente. 
 
En cuanto a la acidez titulable, las tres variedades de guayaba presentaron una disminución 
en su valor a medida que la fruta madura. Sin embargo, entre los estado de madurez II y III 
no se observaron cambios significativamente diferentes (nivel de significancia del 5%). La 
guayaba Regional Roja y Palmira ICA-1 no se diferencian en sus valores de acidez 
titulable, ya que presentaron un rango entre 0,70 % y 0,90 %; sin embargo, la guayaba 
Regional Blanca exhibió valores de acidez titulable ligeramente menores a los observados 
para las otras variedades. 
 
3.2.  ANÁLISIS FISICO DEL COLOR POR COLORIMETRÍA TRIESTÍMULO. 
 
3.2.1. Análisis por espectrorradiometría.  
 
3.2.1.1.  Color exterior. Para el análisis de color externo de la guayaba se utilizó un 
espectrorrádiometro, ya que es un equipo que permite hacer medidas de reflectancia sobre 
sólidos.  
 
En la tabla 4 se presentan los parámetros de color obtenidos según el sistema CIELAB para 
las medidas exteriores sobre la cáscara, de las guayabas estudiadas.  
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Tabla 4. Parámetros de color CIELAB de la cáscara de las tres variedades de guayaba 
en diferentes estados de madurez. 
Variedad 
Estado 
de 
Madurez 
Parámetros de colora 
L* a* b* C*ab h*ab 
“Regional 
Blanca” 
I 60.45 ±1.23 -6.69 ±1.37 39.96 ±2.08 40.54 ±2.18 99.45 ±1.73 
II 61.97 ±2.49 -2.39 ±1.67 42.99 ±2.06 43.10 ±2.13 93.11 ±2.08 
III 61.59 ±4.12 6.90 ± 3.10 43.52 ±4.24 44.20 ±4.31 81.03 ±3.90 
“Regional 
Roja” 
I 48.10 ±1.71 0.17 ±1.11 34.96 ±2.47 34.98 ±2.48 89.62 ±1.91 
II 55.61 ±5.08 2.78 ±0.84 36.24 ±3.85 36.35 ±3.90 85.72 ±0.94 
III 55.09 ±5.62 11.65 ±2.52  34.72 ±6.17 36.68 ±6.50 71.45 ±2.26 
“Palmira-
ICA 1” 
I 43.81 ±5.85 -0.21 ±1.45 23.44 ±3.88 23.51 ±4.35 90.75 ±3.92 
II 53.19 ±2.86 5.90 ±2.31 30.92 ±1.12 31.59 ±1.02 79.13 ±4.35 
III 57.95 ±4.14 8.88 ±1.09 36.56 ±1.26 37.64 ±1.41 76.34 ±1.68 
a Todos los datos son el promedio (n = 6) ± desviación estándar 
 
Para el caso de la claridad, se observa que las tres variedades de guayaba presentan un 
aumento en el valor de L* a medida que los frutos sufren el proceso de maduración, es 
decir, a medida que maduran tienden a tonos más claros. La guayaba variedad Palmira 
ICA-1 exhibe un mayor crecimiento, (∆L* = 14,14), en comparacion a las otras dos 
variedades, la Regional Roja y Regional Blanca, las cuales presentan un aumento de  ∆L* = 
6,99 y ∆L* = 1,14, respectivamente. La variedad Regional Roja, presenta un aumento del 
parámetro L* cuando pasa del estado de madurez I al II, mientras que del estado de 
madurez II a III se mantiene casi constante; para la guayaba Regional Blanca, el parámetro 
de luminosidad tiende a mantenerse constante a lo largo de los diferentes estados de 
madurez.  
 
La guayaba Regional Blanca presentó mayores valores de luminosidad respecto a las otras 
dos variedades, lo que se interpreta, que el color exterior será mas claro que las otras dos 
variedades. 
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En la figura 14 se grafican los promedios de las coordenadas de color L*, a* y b*, y en la 
figura 15 se representa el comportamiento de los parámetros croma (C*ab ) y tono (hab), en 
función del estado de madurez de las tres variedades de guayaba.  
 
   
  
Figura 14. Valores promedio de las coordenadas L*, a*, b* del color exterior de los 
diferentes estados de madurez de las tres variedades de guayaba. 
 
  
Figura 15. Valores promedio de los parámetros C*ab y hab del color exterior de los 
diferentes estados de madurez de las tres variedades de guayaba. 
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En la figura 14 se observa que la coordenada a*, es el parámetro que más se afecta con la 
maduración de las tres variedades de guayaba colombiana , ya que para los tres casos sufre 
un aumento de 10 unidades, esto significa que para las tres variedades de guayaba 
estudiadas, sus colores exteriores tienden a tonos más rojízos, a medida que se maduran.  
Por otra parte, el parámetro b* muestra el mismo comportamiento que la luminosidad (L*) 
para las variedades Regional Blanca y Palmira ICA-1; pero, para la guayaba Regional Roja 
este parámetro se mantiene casi constante. 
 
Ya que el croma (C*ab) y hue (hab) son combinaciones de las coordenadas a* y b*, su 
comportamiento permite diferenciar mas fácilmente la vividez (colorido) y el tono del color 
para cada variedad y sus estados de madurez. Como se puede apreciar en la figura 15, el 
croma (C*ab) presenta un comportamiento ascendente para la variedad Palmira ICA-1 a 
medida que ocurre la maduración, ya que el color cada vez se hace mas vivo (∆C*ab de la 
guayaba Palmira ICA-1 es de 14), En las otras dos variedades no se observaron diferencias 
significativas entre los estados de madurez. ( nivel de significancia del 5%,). La guayaba 
Regional Blanca presentó en su exterior un mayor colorido de su tono en comparacion a la 
guayaba Regional Roja y Palmira ICA-1, ya que el valor de C* se encuentra entre 40 y 45 
unidades, mientras que las otras dos variedades presentaron valores menores a 40 unidades.  
 
En contraste, el tono (hab), el cual define un color cromáticamente, presentó una 
disminución significativa de más de 12 unidades (nivel de significancia del 5%),  en los 
valores obtenidos sobre la cáscara de las frutas a medida que maduran, cambiando de tonos 
amarillos-verdosos a amarillos-anaranjados.  
 
La cáscara de la guayaba variedad Palmira ICA-1, sufre un aumento en la vividez (C*ab), y 
su tono (hab) pasa de verde-amarillento a un amarillo-rojizo a medida que el fruto se 
madura. Las medidas tomadas sobre diferentes zonas de la  superficie de esta variedad se 
pueden considerarse homogéneas. 
 
En el caso de la guayaba variedad Regional Blanca exhibe tonos más amarillos, con una 
vividez ligeramente mayor respecto a  las otras dos variedades, ya que el valor de croma se 
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encuentra por encima de las 40 unidades, mientras que los valores para las variedades 
Regional Roja y Palmira ICA-1 se encuentran entre estan entre 20 y 40. 
 
 La localización de las medidas de color en el plano (a*, b*) determinadas con el 
espectrorradiómetro, se presenta en la figura 16. Este tipo de representacion es más sencilla 
de interpretar y facilita el análisis comparativo de las tres variedades, ya que es posible 
observar las diferencias en tono que bajo las figuras anteriores no son visiblemente 
apreciables. 
 
 
  
Figura 16. Localización de los parámetros de color de la cáscara de las diferentes 
variedades de guayaba, en los tres estados de madurez a) Palmira ICA-1, b) Regional 
Roja y c) Regional Blanca. 
 
La guayaba variedad Regional Roja, presenta un aumento de la vividez, con la maduración; 
sin embargo, en esta variedad se observó una mayor diferencia en las medidas de color, lo 
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cual es concordante con el hecho que una sola fruta puede exhibir un color de la cáscara no 
homogéneo.  
  
En general, las medidas del color de la cáscara en las tres variedades de guayaba, se 
encuentran localizadas en valores positivos de a* y b*; sin embargo el estado de madurez 
verde tiende a valores negativos de a*, es decir, hacia matices verdes. Este comportamiento 
fue más evidente en la guayaba Regional Blanca, la cual en estado I (verde) tiende a tonos 
más amarillos-verdosos que las demás variedades. No obstante, en los diagramas a*, b* del 
color de la cáscara de las frutas (Figura 16) en el estado III de madurez no se observaron 
diferencias significativas entre las tres variedades. 
 
3.2.1.2. Color Interior. Las medidas del color de la pulpa de la guayaba, se realizaron con 
el fin de establecer una relación entre los parámetros de color y el contenido de pigmentos 
(carotenoides y clorofilas) de las diferentes variedades de guayabas durante la maduración. 
 
En la tabla 5 se muestran los parámetros de color según el sistema CIELAB obtenidos 
sobre la pulpa de las guayabas estudiadas.  
 
Tabla 5. Parámetros de color CIELAB de la pulpa de las tres variedades de guayaba 
en los diferentes estados de madurez. 
Variedad 
Estado de 
Madurez 
Parámetros de colora 
L* a* b* C*ab h*ab 
“Regional 
Blanca” 
I 77.88 ±0,86 3.84 ±1.29 31.22 ±0.88 31.47 ±0,89 82.99 ±2.35 
II 77.49 ±5.62 2.80 ±1.18 31.30 ±0.90 31.43 ±0.92 84.90 ±2.13 
III 75.34 ±1.88 4.18 ±1.33 28.06 ±2,69 28.38 ±2.85 81.63 ±1.95 
“Regional 
Roja” 
I 60.91 ±17.54 25.39 ±3.76 15.89 ±1.75 30.03 ±2.80 32.27 ±5.88 
II 63.50 ±3.82 26.30 ±1.25 18.79 ±0,92 32.33 ±1.21 35.55 ±1.76 
III 62.46 ±6.55 25.63 ±2.77 16.23 ±2.68 30.35 ±3.76 32.23 ±1.66 
“Palmira-
ICA 1” 
I 55.44 ±4.59 30.28 ±3.12 18.72 ±1.67 35.60 ±3.53 31.75 ±0.41 
II 54.19 ±2.76 32.20 ±1.95 16.31 ±2.55 36.11 ±2.86 26.76 ±2.37 
III 53.23 ±3.95 30.27 ±2.27 14.00 ±2.01 33.38 ±2.45 24.81 ±3.03 
a Todos los datos son el promedio (n = 3) ± desviación estándar 
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La luminosidad de la pulpa de las tres variedades de guayaba no presentó diferencias 
significativas con la maduración. Al comparar las tres variedades se observa que el color de 
la pulpa de la guayaba Regional Blanca presenta un valor mayor de claridad (L* = 75-77), 
seguido por la variedad Regional Roja (L* = 60-63), y por ultimo la Palmira ICA-1 (L* = 
53-55); es decir que la variedad Regional Blanca presenta su tono más claro que las demás 
variedades.  
 
En forma análoga los parámetros a* y b* de la pulpano presentaron cambios considerables 
para las tres variedades de guayaba con la maduración. En general, entre los tres estados de 
madurez de las variedades de guayaba no se encontraron diferencias significativas en los 
parámetros de color, por lo tanto se puede concluir que el color interior de las frutas, es 
similar a lo largo de la maduración. 
 
Por medio del parámetro croma (C*ab) se observa que la vividez de los tonos para las 
pulpas de las tres variedades de guayaba son comparables; en contraste, el tono (hab) de la 
pulpa de la variedad Regional Blanca, con valores entre 81 – 85 se encuentra hacia tonos 
amarillos,  la cual difiere bastante de los valores obtenidos para las variedades Regional 
Roja y Palmira ICA-1, los cuales están en el intervalo de 25 y 35 hacia tonos rojizos.  
 
La localización de las medidas de color de la pulpa de guayaba para cada variedad en los 
tres estados de madurez en el plano a*, b*, se observan en la figura 17.  
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Figura 17. Localización de los parámetros de color de la pulpa de las diferentes 
variedades de guayaba, en los tres estados de madurez a) Palmira ICA-1, b) Regional 
Roja y c) Regional Blanca. 
 
En los gráficos de la figura 17, se observa una mayor homogeneidad de los datos en 
contraste con los datos obtenidos al medir el color en la cáscara de la guayaba. También, se 
aprecia claramente las diferencias en los valores de luminosidad del color de la pulpa de la 
guayaba Regional Blanca (entre 70 y 80) en comparación con las otras dos variedades, ya 
que la guayaba Palmira ICA-1 y Regional Roja presentan valores de luminosidad alrededor 
de las 60 unidades.  
 
Se confirma que el color de la pulpa de la guayaba Regional Roja y Palmira ICA-1 
presentan un tono y saturación similares, ubicado hacia el anaranjado-rojizo, ya que se 
encuentran en el primer cuadrante del plano (a*, b*), y que no son diferenciables entre los 
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diferentes estados de madurez. En contraste, el color de la pulpa de la variedad Regional 
Blanca se desplaza hacia el amarillo verdoso.  
 
3.2.1.3.  Análisis estadístico. El análisis de componentes principales es un método de 
análisis multivariado que transforma un conjunto de variables en un número menor 
(llamados componentes principales), que contienen la mayor información del conjunto 
inicial66. Con el fin de visualizar las relaciones entre las variables, en este caso los 
parámetros que describen el color de las frutas, se realizaron gráficos de los planos 
factoriales. 
  
El plano factorial, del análisis de componentes principales (ACP), correspondiente al color 
de la cáscara de las diferentes variedades de guayaba en los tres estados de madurez 
seleccionados se muestra en la figura 18. Como se aprecia, las variables L*, b* y C* se 
representan muy bien en el primer eje, mientras que los parámetros a* y h se relacionan con 
el segundo eje. Al correlacionar los puntos que representan al color exterior de las 
variedades Regional Blanca y Regional Roja hacia los parámetros h y C*ab, se observó que 
estas dos variedades se logran diferenciar ya que la guayaba Regional Blanca tiende a 
valores positivos de los parámetros h y C*ab, mientras que la variedad Regional Roja 
presenta un comportamiento opuesto al mencionado anteriormente. La variedad Palmira 
ICA-1 presentó valores del parámetro hab (tonos) similares a la variedad Regional Roja; sin 
embargo, fue posible diferenciarlos por la saturación (C*ab) y la luminosidad (L*). 
 
En cuanto al color de los estados de madurez, es posible diferenciarlos claramente ya que 
los parámetros de color para los estados I, II y III se representan en cuadrantes diferentes 
(Figura 18).   
 
En general entre los puntos de medición seleccionados para evaluar el color exterior 
(centro, arriba, abajo), se observaron diferencias, ya que algunos puntos presentaron valores 
de C*ab positivos, en otras palabras una mayor saturación del tono. Por lo tanto es posible 
considerar que por espectrorradiometría el color de la cáscara no es homogéneo para cada 
fruta. 
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Figura 18. Plano factorial del color exterior de la guayaba colombiana. 
 
El plano factorial que representa el color de la pulpa de las variedades de guayaba 
estudiadas, se muestra en la figura 19. Para este caso, las variables L*, a*, b* y h se 
representan en el primer eje, mientras que el parámetro C* se relaciona con el segundo eje. 
Al correlacionar los puntos que representan al color interior de las variedades Regional 
Roja y Palmira ICA-1 hacia el parámetro C*, presentan tendencias similares, sin embargo, 
la guayaba Regional Roja presenta una intensidad del color menor a la guayaba Palmira 
ICA-1. 
 
En cuanto a los estados de madurez, se corroboró que no hay diferencia significativa para 
los parámetros del color interior para los estados I y II; sin embargo, el estado III difiere de 
los otros dos por medio del parámetro de color C*, ya que tiende a valores negativos, lo que 
quiere decir que el tono de la pulpa disminuye su intensidad al alcanzar las guayabas dicho 
estado de madurez. 
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Figura 19. Plano factorial del color interior de la guayaba colombiana 
 
3.2.2. Análisis de imagen. Debido que la guayaba no presenta un color homogéneo en su 
superficie, se decidió utilizar la digitalización de imagen con el objeto de capturar todo el 
aspecto de la muestra y obtener unos parámetros CIELAB más concordantes con el color 
real de las frutas. Así, se analizaron imágenes de la pulpa (interior) y la cáscara (exterior) 
de las tres variedades de guayaba, para los tres estados de madurez establecidos. 
 
Se muestrearon 900 pixeles de las imágenes capturadas para cada variedad de guayaba, de 
los cuales se midió el color en parámetros RGB por medio del software Image-Pro; 
posteriormente para la conversión  RGB- CIELAB se implemento un algoritmo en Matlab 
R2009b.  
 
Una vez calculados los parámetros cromáticos de las imágenes considerando sus píxeles 
individualmente para la visualización de la heterogeneidad cromática se graficaron en 
forma de nubes de puntos, como se observa en las figuras 20 y 21. 
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Figura 20. Imágenes del exterior y gráfico de los parámetros de color de la cáscara de 
diferentes variedades de guayaba, por análisis de imagen de las variedades a) Palmira 
ICA-1, b) Regional Roja y c) Regional Blanca. 
 
Las nubes de puntos del exterior de las guayabas experimentan cambios significativos al 
avanzar la madurez, especialmente en el estado III; por lo general se desplazan hacia tonos 
más bajos (rojizos) y de mayor intensidad cromática. En el exterior de la variedad Regional 
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Blanca aparecen puntos cerca del eje de coordenadas, los cuales, además de tener valores 
de claridad muy bajos, corresponden a las manchas negras de la superficie de la fruta. 
 
El tono (hab) de la cáscara de las frutas, presentó una disminución a medida que se 
maduran, exhibiendo para las tres variedades cambios de tonos verdes a amarillos-
anaranjados, para las variedades Regional Roja y Palmira ICA-1, y de tonos verdes a 
amarillo-verdosos para el caso de la variedad Regional Blanca. 
 
En cuanto a la vividez del color (C*ab), se observa que en la cáscara de las tres variedades, 
se hace mayor la intensidad del color a medida que pasa del estado I al III.  
 
Una conclusión significativa de estos resultados es que el color de las variedades Regional 
Roja y Regional Blanca en el estado III, se pueden diferenciar exteriormente por análisis de 
imagen, ya que los valores de la coordenada a* para la primera variedad tienden a valores 
positivos, tonos rojizos, mientras que para la variedad Regional Blanca dicha coordenada se 
encuentra hacia valores negativos, tonos verdosos. 
 50 
 
 
Figura 21. Imágenes del interior y gráfico de los parámetros de color de la pulpa de 
diferentes variedades de guayaba, por análisis de imagen de las variedades a) Palmira 
ICA-1, b) Regional Roja y c) Regional Blanca. 
 
Las nubes de puntos de color del interior de los frutos aparecen muy solapadas en las tres 
variedades, pudiéndose afirmar que no existe evolución significativa del color en los tres 
estados de madurez considerados. Sin embargo, al comparar las tres variedades, se 
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observaron diferencias notorias que van desde rojizo (Palmira ICA-1) al verde-amarillento 
(Regional Blanca). 
 
En general, se puede afirmar que los cambios más notorios en los parámetros de color, 
luminosidad, croma y tono, se dan en la cáscara de las frutas, mientras que en la pulpa no 
presentan variaciones significativas. 
 
Los datos de color de la cáscara obtenidos por análisis de imagen fueron ligeramente 
diferentes con los hallados por espectrorradiometría, ya que se presentaron corrimientos 
hacia –a* (tonos verdes). Por lo tanto el análisis de imagen permitió determinar con mayor 
certeza el color de la guayaba, ya que esta metodología involucra medidas de color sobre la 
superficie total de la fruta.  
 
3.3.  ANÁLISIS QUIMICO DE LOS PIGMENTOS. 
 
3.3.1. Análisis de los carotenoides y clorofilas por espectrofotometría UV-Vis. 
Teniendo en cuenta que la guayaba es una fruta con alto contenido de agua (86 % agua13), 
el solvente orgánico de extracción debe ser afín con esta, para lograr una fácil penetración 
en la matriz; además debe disolver los pigmentos de interés. Es así, como se seleccionaron 
tres solventes de extracción que cumplieron los requisitos anteriores: acetona, mezcla de 
hexano /etanol, y metanol.  
 
Después de realizar la extracción de las clorofilas y los carotenoides por los tres sistemas 
seleccionados, se llevó a cabo el análisis por HPLC-DAD, observándose que el método de 
extracción  que permitió obtener un mayor contenido de pigmentos respecto a los otros 
solventes fue el de acetona como solvente extractante, y éter de petróleo en lugar de 
hexano, como solvente de partición, además este método permitió obtener un extracto mas 
coloreado con un menor número de extracciones (Figura 22). En cuanto a la extracción 
realizada con hexano/etanol, se logró obtener un residuo de fruta blancuzco, con un mayor 
número de extracciones, pero, el extracto fue menos coloreado en relación al sistema 
acetona/éter de petróleo; al usar el tercer sistema, metanol y éter de petróleo, no se logró 
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obtener un residuo de fruta blanco, a pesar de realizarse varias extracciones. Esto puede 
explicarse debido a que el solvente de extracción (metanol) es bastante polar y no logra 
disolver los pigmentos de la guayaba de baja polaridad. Por lo tanto el metanol no es un 
solvente eficiente para la extracción de carotenoides en la guayaba ya que no extrae todos 
los pigmentos presentes en ella.  
 
   
Figura 22. Extracto y residuo obtenido por diferentes procedimientos de extracción, 
para las variedades a) Regional Roja, b) Palmira ICA-1 y c) Regional Blanca. 
 
Es así, como la acetona se puede considerar como un solvente extractante apropiado para la 
guayaba, ya que permitió extraer la mayor cantidad de pigmentos de dicha fruta. La mezcla 
de un solvente polar con uno no polar, como hexano/etanol, es una buena alternativa para 
extraer los carotenoides y clorofilas de la guayaba.  
 
Con estos resultados, se tomaron las tres variedades de guayaba, en los diferentes estados 
de madurez y se procedió a realizar extracción de la fruta completa, y de la pulpa por 
separado, con acetona y posterior partición con éter de petróleo. A los extractos obtenidos 
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se les determinó el contenido de clorofilas y carotenoides totales, por medidas de 
absorbancia a 660 nm y 450 nm, respectivamente. Es importante mencionar que a esta 
última longitud de onda se presentan interferencias en las medidas de absorbancia, ya que 
las clorofilas también presentan una pequeña absorción en esta región del espectro UV-Vis, 
por lo tanto el contenido total de carotenoides podría ser ligeramente mayor al real.  
 
A partir de los valores de absorbancia obtenidos se calcularon los contenidos de 
carotenoides y clorofilas totales, los cuales se expresaron como miligramos de β-caroteno o 
feofitina a, por kilogramo de fruta respectivamente (Tabla 6).  
 
Tabla 6. Contenido de carotenoides y clorofilas totales de las tres variedades de 
guayaba colombiana en los diferentes estados de madurez a. 
Variedad 
Estado 
de 
Madurez 
Contenido de carotenoides totales 
(mg β-caroteno/Kg fruta) 
Contenido de Clorofilas Totales 
(mg feofitina a /Kg fruta) 
Fruta Pulpa Fruta 
“Regional 
Roja” 
I 44.22 ± 1.35 54.38 ± 6.55 3.47 ± 0.67 
II 77.72 ± 8.30 77.34 ± 6.79 1.71 ± 0,01 
III 91.50 ± 9.46 102.81 ± 6.55 1.09 ± 0.06 
“Regional 
Blanca” 
I - - 3,41 ± 7,76 
II - - 0,95 ± 4,58 
III 0.74 ± 0.57 - 0,11 ± 0,22 
“Palmira-
ICA 1” 
I 47.23 ± 4.12 61.27 ± 5.54 13.89 ± 0.24 
II 94.12 ± 7.87 79.28 ± 6.17 3.75 ± 0,13 
III 160.68 ± 4.10 224.05 ± 6.63 1.08 ± 0.08 
aTodos los datos son el promedio (n=3) ± desviación estándar; - no detectado. 
 
En la tabla anterior, se observa como el contenido de carotenoides en la pulpa aumenta en 
las variedades Regional Roja y Palmira ICA-1, con la maduración; estos resultados se 
pueden relacionar con la ligera disminución en el parámetro de color hab de las frutas. En 
tanto que en la variedad Regional Blanca, dichos pigmentos no fueron detectados, a 
excepción del estado III.  
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En cuanto al contenido de clorofilas totales, este valor se hace menor, a medida que la fruta 
sufre el proceso de maduración, lo cual se relaciona con la disminución en el valor del tono 
(hab) del color de la cáscara, pasando de tonos verdes a amarillos-anaranjados. 
 
La variedad Palmira ICA-1 presenta un mayor contenido de carotenoides en relación a las 
otras variedades, sobre todo en el estado maduro; esta tendencia se atribuye a un alto grado 
de carotenogénesis que se lleva a cabo en esta variedad, ya que la síntesis de pigmentos en 
los cromoplástos con la maduración es alta, a medida que desaparecen las clorofilas y otros 
pigmentos clorofílicos, como algunos carotenoides con anillos β y ε. 
 
3.3.2. Análisis de carotenoides y clorofilas por HPLC-DAD y HPLC-MS.  El análisis de 
los extractos por HPLC-DAD se realizó para identificar y cuantificar los pigmentos que 
contribuyen al color de la guayaba, en forma  individual. La identificación se realizó con 
base en los datos del espectro UV-Vis obtenido por el DAD de cada uno de los compuestos 
separados, y de los espectros de masas obtenidos con la interfase APCI del HPLC-MS.  
 
En la figura 23 se presentan los cromatogramas a una longitud de onda de 472 nm y 408 
nm, obtenidos al analizar los extractos de carotenoides de las variedades Regional Roja y 
Palmira ICA-1, por HPLC-DAD.  
 
La identificación de los carotenoides y clorofilas se llevó a cabo por comparación de sus 
tiempos de retención y su espectro de absorción en el UV-Vis, con los estándares 
previamente aislados y reportados en la literatura32, 61. 
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Figura 23. Cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD de los extractos de a) 
carotenoides (472 nm) y b) clorofilas (408 nm) de las variedades Regional Roja y 
Palmira ICA-1, bajo las condiciones mencionadas en el numeral 2.5.3. 
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La cuantificación de los pigmentos presentes en los extractos obtenidos a partir de las 
diferentes variedades de guayaba se realizó por medio de curvas de calibración externa de 
licopeno y feofitina a, como se explicó en el numeral 2.5.4. Se seleccionaron estos dos 
compuestos ya que fueron los que se encuentran en una mayor proporción en las muestras 
(Tabla 7). 
  
Tabla 7. Composición de pigmentos en diferentes estados de madurez de tres 
variedades de guayaba a. 
Variedad 
Estado de 
madurez 
Carotenoides (mg/kg fruta) Clorofilas (mg/kg fruta) 
Licopeno β-Caroteno Luteína Feofitina a Feofitina b Clorofila b 
“Regional 
roja” 
I 7.30 ±0.84 - 0.09 ±0.01 0.16 ±0.05 0.03 ±0.01 - 
II 10.19 ±0.73 - 0.05 ±0.00 - - - 
III 18.25 ±0.65 - 0.03 ±0.02 - - - 
“Regional 
Blanca” 
I - - - 0.20 ±0.13 - - 
II - - - - - - 
III - - - - - - 
“Palmira- 
ICA 1” 
I 15.27 ±1.57  0.30 ±0.13 0.17 ±0.05 0.70 ±0.16  - 0.09 ±0.02 
II 23.18 ±2.93 0.26 ±0.02 0.12 ±0.01 0.19 ±0.02 - - 
III 28.07 ±2.25 1.55 ±0.38 0.11 ±0.03  0.34 ±0.13  - 
a Todos los datos son el promedio (n=3) ± desviación estándar; - no detectado. 
 
Las variedades Regional Roja y Palmira ICA-1 presentaron como carotenoide mayoritario 
el licopeno. La guayaba Palmira ICA-1 posee una mayor cantidad de dicho carotenoide, 
(28,07 mg licopeno/ kg fruta). En la guayaba Palmira ICA-1, además de licopeno y luteína, 
se detectó β-caroteno en los tres estados de madurez, lo que permitió diferenciarla de la 
variedad Regional Roja. En cuanto a la guayaba Regional Blanca, no exhibió absorción 
considerable a 472 nm, por lo tanto, es posible concluir que el contenido de carotenoides en 
esta variedad no es detectable. 
 
En forma análoga a los resultados obtenidos por espectrofotometría UV-Vis, se encontró 
que los carotenoides, licopeno y β-caroteno aumentan con la maduración, en tanto que las 
clorofilas disminuyen durante este proceso. 
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En contraste, el contenido de luteína disminuye a medida que las variedades Regional Roja 
y Palmira ICA-1 maduran. Este comportamiento también se ha detectado en Capsicum 
annuum42, en donde se demostró que durante la maduración la luteína gradualmente 
desaparece por ser un pigmento que se desarrolla en los cloroplastos, y no en los 
cromoplastos. Al madurar el fruto las enzimas ciclasas se encuentran comprometidas en la 
síntesis de carotenoides con anillos-β,β, además hay una regulación de los genes que 
codifican la actividad de la ciclasa de anillos-ε, este se suprime, dando como resultado la 
incapacidad de la fruta para producir pigmentos como la luteína. 
 
En la figura 23b se presentan los cromatogramas obtenidos a 408 nm de los extractos de 
guayaba, donde se logró identificar feofitina a, b y clorofila b. Estos pigmentos son los 
responsables de impartir la coloración verde característica del estado inmaduro de las 
frutas. 
 
En la guayaba Regional Roja se detectaron feofitina a y b, siendo la primera, la que se 
encuentra en mayor proporción; en la guayaba Regional Blanca, solo se detectó feofitina a, 
y en la guayaba Palmira ICA-1 se encontraron feofitina a y la clorofila b. 
 
En la tabla 7 se observa como disminuye el contenido de los pigmentos verdes en los 
diferentes estados de maduración de la guayaba Palmira ICA-1. La feofitina a solo se 
detectó en la variedad Regional Roja y Regional Blanca en el estado I de madurez. La 
presencia de feofitina a en lugar de clorofila a, se puede atribuir a la susceptibilidad del 
reemplazo del ión de magnesio que se encuentra coordinado con este tipo de pigmentos, 
por el ión hidronio, debido a la liberación de ácidos dentro de las estructuras celulares. Este 
hecho es muy frecuente en alimentos que hayan sufrido golpes, trituración o 
calentamiento32.   
 
Según los valores de los parámetros colorimétrico reportados en la tabla 5, la guayaba 
Palmira ICA-1 presenta un color interior ligeramente más rojizo y con mayor intensidad 
que la guayaba Regional Roja, lo cual puede explicarse por la presencia de β-caroteno y por 
el mayor contenido de licopeno.  
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En cuanto a la guayaba Regional Blanca, los tonos más amarillos que exhiben se deben a la 
ausencia de pigmentos carotenoides. 
 
La identificación de los carotenoides realizada en el HPLC-DAD, se confirmó por HPLC-
APCI-MS. Además se identificaron tentativamente algunos compuestos minoritarios 
presentes en los extractos de guayaba estudiados, procesando una mayor cantidad de 
muestra. En la tabla 8 se resume la identificación de los carotenoides, realizada con base en 
sus características espectrales UV-Vis y los datos obtenidos por espectrometría de masas; 
en la figura 24 se presentan los cromatogramas obtenidos a 450 nm en el HPLC-APCI-MS.   
 
Tabla 8. Características espectrales de los carotenoides detectados en las variedades 
de guayaba Regional Roja y Palmira ICA-1. 
No. 
Señala 
Carotenoide λmax
b (nm) 
Iones fragmentoc (m/z) 
Modo positivo Modo negativo 
1 Criptoflavinad 403, 425, 452e 551[M+H-18]+; 
476[M-92]+;  
475[M-H-92]+ 
568.4169[M]-;  
473[M-H-79-15]-; 
392[M-176]-;  
269[M+H-300]- 
2 Luteína 420, 440, 470 551[M+H-18]+; 
476[M-92]+;  
475[M-H-92]+; 
457[M-H-18-92]+; 
391[M-H-18-158]+ 
568.4223[M]-;   
473[M-H-79-15]-. 
3 β-Caroteno 450, 480 537[M+H]+;  
457[M-79]+;   
444 [M-92]+ 
536.4327[M]-;  
535f[M-H]-;  
443f[M-H-92]-;  
429f[M-H-106]-;  
399[M-H-136] -;  
333f[M-203]-; 
203f[M+H-334]-  
4 Licopeno 446, 472, 500 537[M+H]+; 
536[M]+; 
391[M+2H-147]+ 
536.4334[M]-;  
535f[M-H]-;  
467f[M-69]-;  
443[M-H-92]-;  
429 f[M-H-106]-  
a Numeración de acuerdo al orden de elución de la figura 24; b obtenido con el detector de 
arreglo de diodos en un gradiente de MeOH / agua / MTBE; c detectado por HPLC-APCI-
MS; d identificación tentativa; e reportado en la literatura61; f fragmentos fueron obtenidos 
por MS/MS del ión pseudomolecular. 
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Figura 24. Cromatogramas (450 nm) obtenidos por HPLC-APCI-MS de los extractos 
de carotenoides de las variedades a) Palmira ICA-1 y b) Regional Roja en el estado de 
madurez III. 
 
La identificación de los carotenoides separados por HPLC se logró por comparación en las 
longitudes de onda de máxima absorción y la estructura fina que presentan, las cuales 
fueron concordantes con los estándares y con la referencia bibliográfica61. 
 
En las figuras 25, 26, 27 y 28 se muestran los espectros de masas y la explicación de los 
rompimientos de los carotenoides identificados en las variedades Regional Roja y Palmira 
ICA-1. 
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Figura 25. a) Espectros de masas obtenidos por APCI en modo positivo y negativo y b) 
explicación de los fragmentos característicos de la criptoflavina. 
 
La criptoflavina presentó un ión molecular de 568.4169 unidades de masa, concordante con 
la fórmula C40H56O2 (m/z 568.4280). En modo positivo, se presentó la pérdida del grupo 
hidroxilo terminal como agua para generar el ión m/z en 551. La señal en el m/z 475 se 
atribuye a la pérdida de una unidad de tolueno, la cual corresponde a la fragmentación de la 
 61 
 
cadena de polieno. El ión m/z en 269 detectado en modo negativo se atribuye al 
rompimiento de la cadena poliénica en los carbonos 15 y 15´ (Figura 25). 
 
 
 
Figura 26. a) Espectros de masas obtenidos por APCI en modo positivo y negativo y b) 
explicación de los fragmentos característicos de la luteína. 
 
El espectro de masas de la luteína (Figura 26), en modo positivo no mostró el ión 
molecular, sino el fragmento en m/z 551 unidades de masa, el cual corresponde a la pérdida 
de agua. Se observaron otros iones debidos a la ruptura de la cadena de polieno, como son 
las señales a 476, 475 y 391 m/z, los cuales se atribuyen a la pérdida de tolueno y dimetíl-
naftaleno.  En modo negativo se detectó el ión molecular a 568.4223, concordante con la 
fórmula molecular C40H56O2 (m/z 568.4280) 
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Figura 27. a) Espectros de masas obtenidos por APCI en modo positivo, negativo y  
MS tandem, y b) explicación de los fragmentos característicos del β-caroteno. 
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En el espectro de masas del β-caroteno (Figura 27), en modo negativo se detectó el ión 
molecular en m/z 536.4327 concordante con la formula C40H56 (m/z 536.4382). En cuanto a 
las fragmentaciones se presentan las señales correspondientes a la pérdida de tolueno [M-
92] y xileno [M-106], debidas a los rompimientos de la cadena poliénica67. Otros iones 
fragmento son las señales atribuidas a las pérdida de los anillos β, como el ión m/z en 399 
[M -136].  La generación de los iones 203 y 333, a partir del ión molecular 536 por 
espectrometría de masas en modo tándem corroboraron, la identificación del  β-caroteno. 
 
 
 
Figura 28. a) Espectros de masas obtenidos por APCI en modo positivo, negativo y  
MS tandem, y b) explicación de los fragmentos característicos del licopeno. 
 
Para el caso del licopeno, se observó el mismo ión molecular que el β-caroteno, por lo tanto 
estos dos compuestos no se pueden diferenciarse fácilmente por espectrometría de masas; 
sin embargo al hacer fragmentación del ión m/z 536 por MS/MS, se encontró que el 
licopeno producía el ión en m/z 467, el cual no lo presenta el β-caroteno. Este fragmento 
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corresponde a la pérdida de 69 unidades de masa, característica de carotenoides acíclicos. 
Además del ión molecular, en el espectro de  masas se observaron iones fragmentos 
correspondientes a las rupturas de la cadena de polieno, como pérdidas de tolueno y xileno. 
 
3.3.3. Análisis de antocianinas por HPLC-DAD. El extracto de antocianinas se obtuvo 
por adsorción selectiva en amberlita XAD-7 según el procedimiento descrito por Barrios et 
al.68; dicho extracto se analizó por HPLC-DAD, y no mostró absorción considerable a 520 
nm, por lo tanto, es posible concluir que el contenido de antocianinas en esta fruta, bajo las 
condiciones trabajadas, no fueron detectables. 
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4. CONCLUSIONES 
 
Por medio de la colorimetría triestímulo se logró diferenciar exteriormente entre las 
variedades Regional Roja y Regional Blanca, ya que para esta ultima variedad la 
coordenada a* del espacio CIELAB tiende a valores negativos. 
 
Las medidas objetivas de color, llevadas a cabo por espectrorradiometría y análisis de 
imagen, presentaron resultados similares; sin embargo, el análisis de imagen arrojo 
resultados más representativos del color de la fruta.  
 
La técnica HPLC-APCI-MS permitió la identificación de los pigmentos criptoflavina, 
luteína, β-caroteno y licopeno, presentes en las variedades de guayaba colombiana Regional 
Roja, y Palmira ICA-1. 
 
Los carotenoides responsables del color de las variedades de guayaba colombiana Regional 
Roja fueron el licopeno y luteína, y de la Palmira ICA-1 fueron licopeno, β-caroteno, 
luteína y criptoflavina; estas dos variedades se diferencian en el contenido de estos 
pigmentos. En cuanto a la variedad Regional Blanca su pigmentación no se atribuye a la 
presencia de carotenoides.  
 
Los pigmentos responsables del color verde del estado inmaduro fueron las clorofilas, 
identificándose la presencia de feofitina a, feofitina b  y clorofila b, principalmente en el 
estado I de las frutas. 
 
Durante la maduración de la guayaba variedad Regional Roja y Palmira ICA-1, los 
pigmentos presentes en los cromoplastos, como licopeno y β-caroteno se sintetizan 
aumentando su concentración en la fruta, mientras que los pigmentos que se encuentran en 
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los cloroplastos, como clorofilas y algunos carotenoides (por ejemplo la luteína), 
desaparecen gradualmente en la guayaba.  
 
Las variaciones en los contenidos de pigmentos con la maduración, se correlacionaron con 
los cambios observados en los valores de los parámetros de color,  ya que a medida que las 
frutas maduran y los contenidos de carotenoides, como β-caroteno y licopeno, se hacen 
mayores, el parámetro hab disminuye hacia tonos rojizos y el C*ab aumenta hacia tonos 
más saturados. 
 
La guayaba Palmira ICA-1 presentó un color interior ligeramente más rojizo y con mayor 
intensidad que la variedad Regional Roja, lo cual se podría explicar por la presencia de β-
caroteno y por el mayor contenido de licopeno.  
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